Development and validation of a stability indicating method to determination of cloxazolam and its degradation products by HPLC-PDA by Resck, Rodrigo Rodrigues, 1991-
  
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
















DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO INDICATIVO DE 
ESTABILIDADE POR HPLC-DAD PARA A DETERMINAÇÃO DE CLOXAZOLAM E 





























DESENVOLVIMENTO E VALIDAÇÃO DE MÉTODO INDICATIVO DE 
ESTABILIDADE POR HPLC-DAD PARA A DETERMINAÇÃO DE CLOXAZOLAM E 









Dissertação apresentada à Faculdade de Ciências 
Médicas da Universidade Estadual de Campinas 
como parte dos requisitos exigidos para a obtenção 












ESTE TRABALHO CORRESPONDE À VERSÃO  
FINAL DA DISSERTAÇÃO DEFENDIDA PELO 
ALUNO RODRIGO RODRIGUES RESCK, E  











Agência(s) de fomento e nº(s) de processo(s): CNPq, 159672/2015-5 
Ficha catalográfica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciências Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402
    
  Resck, Rodrigo Rodrigues, 1991-  
 R311d ResDesenvolvimento e validação de método indicativo de estabilidade por
HPLC-DAD para a determinação de cloxazolam e seus produtos de
degradação / Rodrigo Rodrigues Resck. – Campinas, SP : [s.n.], 2019.
 
   
  ResOrientador: Paulo César Pires Rosa.
  ResDissertação (mestrado) – Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Ciências Médicas.
 
    
  Res1. Estabilidade de medicamentos. 2. HPLC. 3. Degradação forçada. 4.
Validação. 5. Cloxazolam. I. Rosa, Paulo César Pires, 1976-. II. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Ciências Médicas. III. Título.
 
Informações para Biblioteca Digital
Título em outro idioma: Development and validation of a stability indicating method to







Área de concentração: Farmacologia
Titulação: Mestre em Farmacologia
Banca examinadora:
Paulo César Pires Rosa [Orientador]
Susanne Rath
Stephen Hyslop
Data de defesa: 30-01-2019
Programa de Pós-Graduação: Farmacologia
Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)
  
COMISSÃO EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO 
RODRIGO RODRIGUES RESCK 
 
 
ORIENTADOR: PAULO CÉSAR PIRES ROSA 
 
MEMBROS: 
1. PROF. DR. PAULO CÉSAR PIRES ROSA  
2. PROFª. DRª. SUSANE RATH  
3. PROF. DR. STEPHEN HYSLOP  
 
Programa de Pós-Graduação em Farmacologia da Faculdade de Ciências Médicas da 
Universidade Estadual de Campinas. 
A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no 































Dedico a Deus que iluminou esta 
caminhada. A minha família, em especial a 
minha mãe Zélia e a minha esposa 
Vanessa, por terem me estimulado durante 
essa trajetória, mesmo nos momentos mais 
difíceis, sempre me dando forças para 
seguir em frente, e por acreditarem em 
minhas escolhas e compreenderem a 





 Primeiramente a Deus que me deu forças para chegar até aqui, e que 
permitiu que eu desfrutasse dessa jornada, além de ter colocado no meu caminho 
pessoas que me apoiaram ao longo de toda trajetória.   
À minha esposa Vanessa, por nunca ter medido esforços para me apoiar. 
Amo você, será sempre minha fortaleza.  
Aos meus pais, Marcos e Zélia, por tudo que fizeram por mim, e por terem 
dedicado tempo das suas vidas para me instruir e ofertar todo seu amor.  
Aos meus irmãos, Rafael e Ana Luiza, por sempre me apoiar 
incondicionalmente em minhas escolhas.  
Ao Geraldo Sérgio e a Rita de Cássia, meus sogros, à Daniele e ao 
Harrison, meus cunhados, e aos sobrinhos Beatriz e Mateus, pelo apoio e carinho. 
Ao meu orientador, Prof. Dr. Paulo César Pires Rosa, por seus 
ensinamentos e orientações. 
À administração e a toda equipe do LABMASS Laboratory, na pessoa de 
Elias Paulo Tessaro, que tornou possível a realização dos experimentos desta 
pesquisa. 
À coordenação do Programa de Pós-Graduação em Farmacologia da 
Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas pela 
oportunidade de realização dessa pós-graduação in Strictu Sensu. 
 Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 





Para a determinação de prazo de validade de um medicamento é necessário que seja 
feito um estudo de estabilidade em condições controladas de temperatura e umidade, 
onde é verificado se as características físicas, químicas, biológicas e microbiológicas 
de um produto farmacêutico se mantêm dentro de especificações definidas durante 
todo período de utilização. Para isso, é necessário dispor de métodos capazes de 
detectar e quantificar possíveis mudanças na formulação. Tais métodos são descritos 
como métodos indicativos de estabilidade. O cloxazolam é um benzodiazepínico 
empregado no tratamento de ansiedade e comercialmente disponível na forma de 
comprimidos em dosagens de 1, 2 e 4 mg, onde nos últimos anos apresentou o prazo 
de validade reduzido pela Anvisa, sem uma justificativa definida. O objetivo do 
presente trabalho foi desenvolver e validar um método indicativo de estabilidade por 
HPLC-DAD, para a quantificação de cloxazolam juntamente com seus produtos de 
degradação em comprimidos de cloxazolam. O método cromatográfico final foi 
alcançado utilizando-se coluna Luna Phenyl-Hexyl (150 x 4,6 mm, 3 µm), eluido 
através de um gradiente composto por solução de formiato de amônio 20 mM pH 8,6 
e acetonitrila a uma vazão de 1,0 mL/min. O comprimento de onda utilizado foi de 244 
nm e a temperatura forno de coluna empregada foi de 35°C. Realizou-se o teste de 
estresse do IFA, produto acabado e placebo para a avaliação da seletividade do 
método, conforme as condições de degradação de hidrólise ácida e básica, oxidação 
por peróxido e por íons metálicos, aquecimento seco e úmido, e fotólise. A validação 
foi conduzida conforme Guia Q2 do ICH, empregando-se faixas de trabalho de 0,0004 
mg/mL a 0,004 mg/mL para a avaliação das impurezas e de 0,32 mg/mL a 0,48 
mg/mL para a avaliação do teor do ativo. O método apresentou resolução 
cromatográfica adequada entre os picos mais relevantes e resultados de pureza de 
pico satisfatória em todas as condições de estresse testadas. Na linearidade, os 
resultados obtidos apresentaram R>0,990 e R2>0,980 em ambas as faixas de 
trabalho. A exatidão apresentou resultados de recuperação entre 95,0 a 105,0% para 
as impurezas e entre 98,0 a 102,0% para o ativo. Na precisão, os resultados de DPR 
obtidos foram menores que 2,0% para nível de teor e 5,0% para o nível de impurezas. 
O método apresentou-se robusto em todas as modificações empregadas. Dessa 
forma, conclui-se que o método proposto é adequado, seguro, eficaz e indicativo de 
  
estabilidade para a quantificação de cloxazolam e de seus produtos de degradação 
em comprimidos de cloxazolam.  
 
Palavras-chave: 





For the determination of the shelf life of a drug product, a stability study under 
controlled conditions of temperature and humidity is required, where it is verified 
whether the physical, chemical, biological and microbiological characteristics of a 
pharmaceutical product remain within defined specifications during the period of use. 
For this, it is necessary to have methods that are able to detect and quantify possible 
changes in the formulation. These methods are described as stability indicating 
methods. Cloxazolam is a benzodiazepine used in the treatment of anxiety and 
commercially available as tablets at dosages of 1, 2 and 4 mg, where in the last years 
the shelf life has been reduced by Anvisa, without a defined justification. The objective 
of the present work was to develop and validate a stability indicating method by HPLC-
PDA for the quantification of cloxazolam along with its degradation products in 
cloxazolam tablets. The final chromatographic method was achieved using Luna 
Phenyl-Hexyl column (150 x 4.6 mm, 3 μm), eluted through a gradient composed of 20 
mM ammonium formate solution pH 8.6 and acetonitrile at a flow rate of 1.0 mL/min. 
The wavelength used was 244 nm and the oven temperature of the column employed 
was 35 °C. The stress test of the drug substance, drug product and placebo was 
evaluated for the selectivity of the method. The conditions evaluated were acid and 
basic hydrolysis, oxidation by peroxide and metal ions, dry and moist termal stress, 
and photolysis. Validation was conducted according to ICH Q2 Guide, using the work 
range of 0.0004 mg/mL to 0.004 mg/mL for the evaluation of impurities and of 0.32 
mg/mL to 0.48 mg/mL for the evaluation of the main peak. The method presented 
suitable chromatographic resolution between the most relevant peaks and satisfactory 
results of peak purity in all tested stress conditions. In linearity, the results obtained 
presented R> 0.990 and R2> 0.980 in both working ranges. The accuracy showed 
recovery results between 95.0 to 105.0% for the impurities and between 98.0 to 
102.0% for the main peak. In precision, the RSD results obtained were lower than 
2.0% for the main peak and lower than 5,0% for the impurities. The method was robust 
in all the modifications employed. Therefore, it is concluded that the proposed method 
is suitable, safe, effective and indicative of stability for the quantification of cloxazolam 
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ICH Internacional Conference on Harmonization 
IFA Insumo Farmacêutico Ativo 
Imp. Desc. Impureza Desconhecida 
INMETRO Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 






mmol/L Milimole por Litro 
mol/L Mole por Litro 
NaOH Hidróxido de Sódio 
nm Nanômetros 
NMQ Não menos que 
NUVIG Núcleo de Gestão do Sistema Nacional de Notificação e Investigação 
em Vigilância Sanitária 
PD Produtos de degradação 
PDA Photodiode Array  
pH Potencial Hidrogeniônico 
PM Peso Médio 
PTFE Politetrafluoretileno 
PVDF Fluoreto Polivinidileno Hidrofílico 
RDC Resolução Diretiva Colegiada 
RE Resolução 
S/R Razão Sinal/Ruído 
SNGPC Sistema Nacional de Gerenciamento de Produtos Controlados 
SQR Substância Química de Referência 
TRR Tempo de Retenção Relativo 
UR Umidade Relativa 
UV Ultravioleta 
ºC Grau Centígrado 
% Por cento 
µg/mL Micrograma/ mililitro 
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 Para a determinação de prazo de validade de um medicamento é 
necessário que seja realizado um estudo de estabilidade em condições controladas 
de temperatura e umidade, onde é verificado se as características físicas, 
químicas, biológicas e microbiológicas de um produto farmacêutico se mantêm 
dentro de especificações definidas durante todo período de utilização1.  
Para isso, é necessário dispor de métodos capazes de detectar e 
quantificar possíveis mudanças na formulação. Tais métodos são descritos como 
métodos indicativos de estabilidade2.  
Após o desenvolvimento do método analítico é necessário que seja 
realizado a sua validação, que em termos gerais, é definida como a avaliação 
sistemática de um método por meio de ensaios experimentais e fornecimento de 
evidências objetivas de que os requisitos específicos para um determinado uso 
pretendido são atendidos3,4,5. 
O cloxazolam é um benzodiazepínico empregado no tratamento de 
ansiedade, comercializado em diversos países, e disponível comercialmente no 
Brasil na forma de comprimidos em dosagens de 1, 2 e 4 mg, onde nos últimos 
anos apresentou o prazo de validade reduzido pela Anvisa, sem uma justificativa 
definida. 
Na literatura encontram-se diversos métodos de triagem de 
benzodiazepínicos em fluídos biológicos que contenham entre o leque de analitos, 
o cloxazolam. Entretanto há uma escassez de referências que proponham métodos 
analíticos que o quantifique juntamente com seus produtos de degradação ou 
mesmo ausência de monografias em farmacopeias para o produto acabado. 
Para tanto, na busca de agregar novas pesquisas para preencher a 
incipiência apresentada, o presente estudo objetiva desenvolver e validar um 
método indicativo de estabilidade por HPLC-DAD para a determinação do 
cloxazolam e seus produtos de degradação na forma farmacêutica comprimido, 
bem como investigar as principais vias de degradação do fármaco e os possíveis 
fatores que levam a instabilidade da formulação e consequente redução do prazo 






2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
2.1 ESTABILIDADE DOS FÁRMACOS E MEDICAMENTOS 
 
A estabilidade pode ser definida como o tempo durante o qual o produto 
farmacêutico ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente mantém, dentro 
dos limites pré-estabelecidos e durante todo o período de uso e estocagem, as 
mesmas características e condições que possuía quando da época de sua 
fabricação1,6. 
Para a avaliação das condições de preservação de um medicamento se 
faz necessário um estudo de estabilidade, cujo objetivo é acompanhar um produto 
durante todo o seu prazo de validade, analisando as mudanças ocorridas por 
exposição aos fatores intrínsecos e extrínsecos, como composição, dosagem, 
incompatibilidade farmacotécnica, luminosidade, umidade, gases atmosféricos, 
interações com material de embalagem, bem como analisar se as condições de 
armazenamento estão adequadas1,6. 
Monitorar a estabilidade dos medicamentos é uma forma eficaz de 
prever, avaliar e prevenir problemas relacionados à qualidade do produto durante 
todo o seu prazo de validade. A eficácia e a segurança também podem ser 
previstas nos estudos de estabilidade, por meio da observação da formação de 
produtos de degradação, que ocasionará, por exemplo, toxicidade ou perda de 
atividade terapêutica7. 
A definição das condições do estudo de estabilidade é baseada na 
análise dos efeitos das condições climáticas existentes. As temperaturas médias 
em qualquer parte do planeta são derivadas dos dados climáticos coletados, 
podendo-se, dessa forma, dividir o mundo em quatro zonas climáticas: I 
(temperada), II (mediterrânea), III (quente e seco) e IV (quente e úmido), sendo o 
Brasil pertencente à zona climática IV1,6. 
Atualmente a ANVISA, por meio da RE 01 de 2005, determina a 
realização de três etapas do estudo de estabilidade: o estudo de estabilidade 
acelerado, que consiste em um estudo com objetivo de acelerar a degradação 






de armazenamento, expondo-o a temperatura de 40ºC ± 2 ºC e umidade relativa de 
75 % ± 5 % por um período de 6 meses; o estudo de longa duração que 
corresponde a um estudo desenvolvido para verificar as características físicas, 
químicas, biológicas e microbiológicas de um produto farmacêutico durante e, 
opcionalmente após o prazo de validade, expondo-o a temperatura de 30 ºC ± 2 ºC 
e umidade relativa de 75 % ± 5 %; e o estudo de estabilidade de acompanhamento 
que é projetado para verificar se o produto farmacêutico mantém suas 
características, conforme os resultados obtidos nos estudos de longa duração1. 
 
2.2 MÉTODOS INDICATIVOS DE ESTABILIDADE 
 
Para a realização do estudo de estabilidade é necessário o emprego de 
metodologias analíticas validadas que sejam capazes de detectar, ao longo do 
tempo, mudanças nas propriedades físicas, químicas e microbiológicas de uma 
substância. Tais métodos analíticos são chamados de método indicativos de 
estabilidade2. 
Para desenvolver um método indicativo de estabilidade, é necessário 
antes de tudo ter conhecimento sobre as características físico-químicas do 
fármaco, pois isso orientará a maneira como o método será conduzido, a fase 
móvel que será utilizada, o pH, a fase estacionária, bem como definir as rotas de 
degradação deste fármaco8.  
Testes de degradação forçada do analito podem auxiliar na avaliação da 
capacidade do método analítico de ser indicativo da estabilidade da amostra em 
estudo, pois, por serem realizados em condições mais severas do que as utilizadas 
para o estudo de estabilidade acelerado, contribuem, dentre outras formas, na 
avaliação da capacidade do método em separar e quantificar a(s) substância(s) de 
interesse sem a interferência de outras substâncias2,6,9.  
 A classificação de um método como indicativo de estabilidade também 
depende da finalidade à qual ele é proposto. Um método pode ser indicativo de 
estabilidade somente para teor, sendo capaz de quantificar um analito de interesse 
em meio aos seus produtos de degradação, sem a necessidade de quantificar 






indicativo de estabilidade somente para produtos de degradação, sendo capaz de 
quantificar todos os produtos de degradação relevantes, mas não o IFA. Ou ainda 
indicativo de estabilidade para ambos, ou seja, para a quantificação do IFA e de 
seus produtos de degradação2.  
 A técnica HPLC, utilizando colunas de fase reversa e detecção por UV-
VIS (detector por arranjo de fotodiodos – DAD), é a mais empregada para se 
desenvolver métodos analíticos indicativos de estabilidade, pois proporciona a 
separação de substâncias químicas com ampla faixa de polaridade. O DAD gera 
informações em ampla faixa de comprimentos de onda (200 a 800 nm), o que 
possibilita a obtenção do espectro de absorção das substâncias, bem como a 
avaliação da pureza espectral dos picos cromatográficos através do cálculo de 
pureza de pico, elevando assim a seletividade da detecção e redução da 
interferência por coeluição10. 
 Frente às técnicas convencionais de análise (titulométricas e 
espectrofotométricas), os métodos cromatográficos possuem, além da seletividade, 
maior precisão, exatidão e sensibilidade, tornando possível a detecção e 
quantificação de pequenas quantidades de produtos de degradação8. 
  
2.3 ESTUDO DE DEGRADAÇÃO FORÇADA 
 
Estudo de degradação forçada ou estudo de estresse é o estudo que 
possibilita a formação de produtos de degradação através da exposição do IFA e 
do medicamento a condições de estresse que excedam àquelas utilizadas nos 
estudos de estabilidade acelerada, como por exemplo, temperatura, umidade, luz, 
hidrólise em diferentes pH’s, oxidação, entre outras. Através deste estudo é 
possível desenvolver métodos indicativos de estabilidade com especificidade e 
seletividade adequada, bem como fornecer informações sobre as possíveis rotas 
de degradação de um determinado produto2,9.  
A ANVISA recomenda que as condições de estresse devam ser variadas 
para que se consiga uma redução na área do pico principal de pelo menos 10%, 






de exposição, a temperatura e a concentração do agente degradante podem ser 
variados para que se consigam tais condições2,9.  
O estudo de degradação forçada requer que o analista utilize o bom 
senso uma vez que nenhum conjunto específico de condições é aplicável a todos 
os produtos e IFA’s, e os guias das agências regulatórias não especificam como as 
condições devem ser realizadas11. 
O ICH, assim como a ANVISA, trazem especificações acerca dos limites 
dos produtos de degradação que podem surgir durante o estudo de estabilidade do 
produto. Os limites definidos são baseados na dose máxima diária do fármaco e 
são separados em limites de notificação, identificação e qualificação, conforme 
descrito na Tabela 1. O limite de notificação é definido como o nível que deve ser 
reportado às agências reguladoras a fim de alertar a presença de produtos de 
degradação. O limite de identificação define-se como o nível acima do qual requer 
a identificação química da substância. Por fim, o limite de qualificação é o nível que 








Tabela 1 – Limites de notificação, identificação e qualificação do(s) produto(s) de degradação, no 
decorrer do estudo de estabilidade  





≤ 1 g 0,1% 




< 1 mg 1,0% ou 5 µg ATD, o que for menor 
1 mg – 10 mg 0,5% ou 20 µg ATD, o que for menor 
>10 mg – 2 g 0,2% ou 2 mg ATD, o que for menor 




< 10 mg 1,0% ou 50 µg ATD, o que for menor 
10 mg – 100 mg 0,5% ou 200 µg ATD, o que for menor 
>100 mg – 2 g 0,2% ou 3 mg ATD, o que for menor 
>2 g 0,15% 
1Quantidade máxima de fármaco administrado por dia. 
2Limites dos produtos de degradação são expressos como a percentagem do insumo    
farmacêutico ativo ou como a administração total diária (ATD) de um produto de degradação. 
Fonte - ICH, 200612; Brasil, 20159 
 
2.4 BALANÇO DE MASSAS 
 
O balanço de massa é uma parte importante no alcance dos objetivos de 
compreender as vias de degradação e avaliar a capacidade dos procedimentos 
analíticos para detectar todos os produtos de degradação relevantes. 
Por definição, o balanço de massas é o processo de adição do teor e 
dos níveis de produtos de degradação encontrados para avaliar o quão próximo é a 
soma deles a 100% do valor inicial, com a devida consideração da margem de 
precisão e exatidão analítica2,6.  
O balanço de massas é uma ferramenta útil pelos seguintes motivos:  
- Fornece evidências de que não há rotas de degradação significativas não 
identificadas quando se é demonstrado que a degradação do ativo se correlaciona 
bem com o aumento da concentração de produtos de degradação formados; 
- Quando não existe esta correlação, o balanço de massa fornece indícios de vias 






 Na prática, porém, o uso de balanço de massas nem sempre é factível. 
Existem várias causas potenciais de balanços de massas fora dos valores 
adequados.  
 Quando o aumento na concentração dos produtos de degradação é 
menor do que a diminuição do teor do ativo, as fontes potenciais podem ser:  
- Produtos de degradação não eluídos da coluna cromatográfica; 
- Produtos de degradação não detectados pelo detector usado; 
- Produtos de degradação perdidos na matriz da amostra. Em alguns casos, os 
produtos de degradação são inadvertidamente excluídos da amostra testada 
devido à insolubilidade, volatilidade ou perdas por adsorção; 
- Produtos de degradação co-eluído com o pico do ativo. Se um produto de 
degradação co-eluir com o composto parente em ambos os métodos de ensaio 
(teor e substância relacionada), então o balanço de massa resultante dependerá do 
fator de resposta relativo da impureza; 
- Produtos de degradação não integrados devido à má cromatografia. Alguns 
produtos de degradação podem não cromatografar bem (por exemplo, devido a 
interações paralelas com vestígios de impurezas metálicas ou silanóis residuais, 
conversão na coluna de um produto para outro, etc.) e, embora possam ser eluídos 
da coluna cromatográfica, os picos alargados resultantes podem ser facilmente 
“perdidos” e permanecem desintegrados, especialmente quando a área do pico 
alargado está presente em níveis baixos; 
- Quantificação imprecisa devido a diferenças nos fatores de resposta dos produtos 
de degradação formados13. 
 Nos casos em que a concentração de produtos de degradação formados 
é maior do que a queda de teor do ativo observada, as potenciais fontes dessa 
causa podem ser: 
- Quantificação imprecisa dos produtos de degradação devido a diferenças nos 
fatores resposta; 
- Reagentes não considerados envolvidos em reações adicionais ao composto 
original; 
- Impurezas provenientes de fontes diferentes da degradação do ativo. Tais 
impurezas podem estar presentes na fase móvel, no solvente da amostra, na 






- Produtos de degradação que co-eluem com o ativo no método de teor13.  
 
2.5 FATOR RESPOSTA RELATIVO 
 
 O Fator Resposta Relativo (FRR) é um parâmetro analítico utilizado em 
procedimentos cromatográficos para controle de impurezas em insumos 
farmacêuticos ativos e medicamentos. O FRR é usado para corrigir a diferença na 
resposta da impureza em relação o pico do ativo, obtida através de determinada 
condição definida para o detector empregado. O parâmetro FRR é sensível aos 
parâmetros experimentais e, portanto, o valor muda ao desviar as condições 
cromatográficas. Dessa forma, ao estabelecer o FRR, deve-se seguir as condições 
exatas estabelecidas para o método14. Para que esse parâmetro seja determinado, 
a forma mais usual é dispor de substâncias isoladas com pureza conhecida13,14.  
 Considerando que se tenham as substâncias isoladas e com pureza 
conhecida, o FRRimp pode ser calculado dividindo-se o slope (coeficiente angular) 
de uma curva analítica construída com soluções padrão de referência da impureza 
desejada, Slopeimpureza, pelo slope obtido na curva analítica construída com 
soluções padrão de referência do ativo, Slopeativo, conforme demonstrado na 
Equação 114.  
 
  = 	
	
                                                                                                                (1) 
 
 Para o uso do FRR calculado, se o valor do slope da impureza estiver no 
numerador, o valor do fator de resposta relativo obtido deverá ser utilizado como 
fator de divisão (utilizado no denominador) na fórmula de determinação da 
impureza14. 
 Quando não é possível dispor da substância de interesse isolada, o FRR 
pode ser determinado empregando-se outras técnicas e/ou detectores em conjunto 
com o método original que apresentem respostas proporcionais a concentração do 
analito, como por exemplo, ressonância magnética nuclear (RMN), detector de 
índice de refração (RI), detector evaporativo de espalhamento de luz (ELSD), 






nitrogênio (CLND), entre outros. Porém deve se levar em consideração as 
limitações de cada técnica e as características da substância a qual se quer 
determinar o FRR13. 
 
2.6 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 
 
 A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC – High 
Performance Liquid Cromatography) é muito importante dentro do escopo das 
técnicas de separação, visto pela grande capacidade em separar e quantificar 
misturas com um grande número de substâncias similares em poucos minutos, 
com alta resolução, eficiência e sensibilidade. É um tipo de cromatografia que 
emprega colunas recheadas com uma grande variedade de materiais e uma fase 
móvel que é eluída sob altas pressões15.  
 O equipamento de CLAE é basicamente constituído de 5 componentes, 
conforme ilustrado na Figura 1. O reservatório de solventes (a) é o local onde se 
encontra a fase móvel que é impulsionada até a coluna cromatográfica por um 
sistema composto de uma ou mais bombas de alta pressão (b). A coluna 
cromatográfica (c) é o local onde ocorre a separação de amostra, a qual é 
introduzida através do injetor (d) que se localiza entre a bomba e a coluna. A 
composição do eluente que passa pela coluna gera sinais elétricos através do 
detector (e) e esses sinais são compilados em um processador de dados (f), um 








Figura 1 – Composição básica de um equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE 
ou HPLC)  
 
Fonte: Do autor. 
 
 Há dois principais modos de separação em HPLC: fase normal e fase 
reversa. A fase normal é composta por uma fase estacionária mais polar (com 
grupos amina, nitrila, ciano ou diol) do que a fase móvel, que é composta de 
solventes orgânicos sem a adição de água. Já a fase reversa consiste na utilização 
de uma fase estacionária de menor polaridade (octil, octadecil, fenil, etc.) e uma 
fase móvel de maior polaridade. A fase reversa apresenta várias vantagens, tais 
como: uso de fases móveis menos tóxicas e de menor custo (como metanol e 
água), fases estacionárias estáveis de diversos tipos, rápido equilíbrio da coluna 
após a mudança da fase móvel, maior rapidez em análises, facilidade de empregar 
eluição por gradiente e boa reprodutibilidade dos tempos de retenção, além de 
permitirem a separação de analitos de diferentes polaridades, massas molares e 
funcionalidades químicas15. 
 O HPLC vem sendo amplamente utilizada na área farmacêutica para 
análises quantitativas, o que pode ser confirmado pelo número de trabalhos 
publicados e confiança na técnica por parte das indústrias e laboratórios 
farmacêuticos17. 
 
2.6.1 Parâmetros cromatográficos 
 
2.6.1.1 Fator de capacidade (k’) 
 
 Fator de capacidade ou fator de retenção é definido como a razão da 
quantidade de moléculas que ficam retidas na fase estacionária nS e a quantidade 






que percorre a coluna na fase móvel, nM. Ou ainda pela razão dos tempos em que 
elas ficam retidas na fase estacionária e percorrendo a fase móvel, conforme 
demonstrado na Equação 2, onde tR é o tempo de retenção do analito e t0 é o 
tempo de retenção de componentes não retidos15,18.   
 
 =  =
( − )                                                                                                                             (2) 
 
2.6.1.2 Resolução (Rs) 
 
 A resolução é o parâmetro que avalia a separação de dois componentes 
em uma mistura. É calculada conforme a Equação 3, onde o tR2 e o tR1 são os 
tempos de retenção de dois compostos, o W2 e W1 são as larguras 
correspondentes nas bases dos picos obtidos pela extrapolação dos lados 
relativamente retos dos picos para a linha de base. Onde integradores eletrônicos 
são usados, pode ser conveniente determinar a resolução considerando as 
larguras dos picos a meia altura, W1,h/2 e W2,h/2 15,18.  
 
 = 2 (! − ") (#" + #!) =  
1,18 (! − ") (#",'/! + #!,'/!)                                                                                    (3) 
 
2.6.1.3 Número de pratos (N) 
 
 A eficiência representada por um cromatograma é medida em termos de 
número de pratos. Um prato pode ser considerado como uma etapa de equilíbrio 
entre as duas fases, análogo aos pratos da teoria de destilação. Quanto maior for o 
número de pratos, maior será o número de equilíbrios e, consequentemente, maior 
será a eficiência de separação. O valor de N depende da substância que está 
sendo cromatografada, bem como das condições operacionais, tais como a vazão 
e a temperatura da fase móvel, o comprimento da coluna e seu diâmetro interno . O 
número de pratos é calculado conforme a Equação 4, onde tR é o tempo de 
retenção da substância, e W é a largura do pico na sua base, obtida pela 






integradores eletrônicos são usados, pode ser conveniente determinar o número de 
pratos teóricos considerando a largura do pico a meia altura 15,18.  
 
* = 16 ,#-
! = 5,54 0 #'/!1
!
                                                                                                      (4) 
 
2.6.1.4 Fator de cauda (As) 
 
Também conhecido como “fator de simetria”, é calculado conforme a 
Equação 5, onde W0,05 é a largura do pico a 5% de altura e f é a distância entre o 
centro do pico e a borda inicial, sendo a distância medida em um ponto à 5% da 
altura do pico a partir da linha de base. Quando se tem picos com alto fator de 
calda (ou muito baixo), a exatidão na integração do pico é prejudicada devido à 




2 = #,324                                                                                                                                              (5) 
 
2.7 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
Após o desenvolvimento do método analítico é necessário que seja 
realizado a sua validação para o emprego na rotina do laboratório. 
Recomendações gerais para a execução da validação analítica são fornecidas pela 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA)4, Internacional Conference on 
Harmonization (ICH)5, Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia 
(INMETRO)3, Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA)19 e Food 
and Drug Administration (FDA)20, além de diversas publicações científicas sobre o 
assunto. 
Em termos gerais, a validação é definida como a avaliação sistemática 






objetivas de que os requisitos específicos para um determinado uso pretendido são 
atendidos3,4.  
Para a validação de um método analítico são exigidos uma gama de 
parâmetros dependendo da finalidade pretendida, sendo eles: seletividade, 
linearidade, precisão, exatidão, intervalo, limite de detecção, limite de quantificação 
e robustez. 
Segundo a RDC 166/17 da ANVISA4 os parâmetros a serem 
considerados para validação dependem do ensaio a ser realizado e estão descritos 
na Tabela 2. 
 
Tabela 2 – Parâmetros a serem considerados na validação analítica. 
Parâmetro Avaliado Identificação  
Teste de Impurezas Doseamento  
- dissolução (quantificação) 
- uniformidade de conteúdo  
- potência Quantitativo 
Ensaio 
Limite 
Exatidão não sim não sim 
Precisão 
Repetibilidade não sim não sim 
Precisão Intermediária não sim (1) não sim (1) 
Seletividade (2) sim sim sim sim 
Limite de Detecção não não (3) sim não 
Limite de 
Quantificação não sim não não
 (3)
 
Linearidade não sim não sim 
Intervalo não sim não sim 
(1)
 Nos casos em que foi conduzida a reprodutibilidade, não é necessário conduzir a precisão 
intermediária. 
(2)
 Nos casos de ensaios de identificação, pode ser necessária a combinação de dois ou mais 
procedimentos analíticos para atingir o nível necessário de discriminação. 
(3)
 Pode ser necessário em alguns casos. 





A seletividade do método analítico deve ser demonstrada por meio da 






inequivocamente, na presença de outros analitos, matrizes ou outro material 
potencialmente interferente3,4,5.  
Para métodos quantitativos e ensaios limite, a seletividade deve ser 
demonstrada através da comprovação de que a resposta analítica se deve 
exclusivamente ao analito, sem interferência do diluente, dos excipientes, de 
impurezas ou de produtos de degradação. No caso de métodos cromatográficos, 
deve ser comprovada a pureza cromatográfica do sinal do analito. Os testes de 
pureza de pico podem ser úteis para demonstrar que o pico cromatográfico do 
analito não é atribuível a mais de um componente (por exemplo, com o uso de 
detectores de arranjo de fotodiodos e espectrometria de massa)4,5.  
Uma forma de demonstrar ausência de interferência de produtos de 
degradação é expor a amostra a condições de degradação em ampla faixa de pH, 
de oxidação, de calor e de luz4,5.  
 Se a seletividade não for assegurada, a linearidade, a exatidão e a 




A linearidade de um método analítico é a sua capacidade de obter 
respostas analíticas diretamente proporcionais à concentração de um analito em 
uma amostra, dentro de um intervalo especificado3,4,5,19. 
Para o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar, no mínimo, cinco 
concentrações diferentes da substância química de referência (SQR) para as 
soluções preparadas em, no mínimo, triplicata, e idealmente preparadas de modo 
independente3,4,5. 
A linearidade de um método não pode ser observada apenas por meio 
do gráfico dos resultados de resposta em função da concentração do analito. Antes 
de fazer a regressão linear, deve ser verificada a ausência de valores aberrantes 
(outliers) para cada nível de concentração e a homocedasticidade (igualdade das 
variâncias) dos dados3,4. 
Deve-se calcular também os coeficientes do modelo da regressão linear 
simples, os resíduos (resíduo é a diferença entre o valor observado e o valor 






de correlação linear (r) (o coeficiente de correlação deve estar acima de 0,990) e o 
coeficiente de determinação (r2). Os resíduos devem ser representados 
graficamente e observado se há comportamento aleatório. Caso se observe 
alguma tendência no gráfico de resíduos, pode haver indício de que o modelo 
linear seja inadequado. Deve-se também avaliar a linearidade por meio do teste F 
na análise da variância (ANOVA) da regressão e a significância do coeficiente 
angular (deve ser significativamente diferente de zero). Utilizar um nível de 




A precisão é uma estimativa de dispersão de resultados independentes 
obtidos por meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no 
método analítico a ser validado4,5,19.  
As três maneiras de se expressar a precisão são por meio da 
repetitividade, da precisão intermediária ou da reprodutibilidade3,4,5,19. 
A precisão deve ser demonstrada pela dispersão dos resultados, 
calculando-se o desvio padrão relativo (DPR) da série de medições conforme 
demonstrado na Equação 6, em que DP é o desvio padrão e CMD, a concentração 
média determinada3,4.   
 
DPR = , 89:;8 - × 100                                                                                                                       (6) 
 
As amostras para avaliação da precisão devem ser preparadas de 




  A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da 
característica da dispersão dos resultados e pode ser determinada por meio da 
análise de padrões, material de referência ou adição do analito ao branco da 






independentes, ou seja, incluir todas as etapas de preparo do processo de 
medição3. 
A determinação da repetitividade deve obedecer aos seguintes critérios: 
amostras devem ser avaliadas sob as mesmas condições de operação, mesmo 
analista e mesma instrumentação, em uma única corrida analítica; e utilizar, no 
mínimo, nove determinações, contemplando o intervalo linear do método analítico, 
sendo três concentrações: baixa, média e alta, com três réplicas em cada nível ou 
seis réplicas a 100% da concentração do teste individualmente preparadas4.  
Os critérios de aceitação devem ser definidos e justificados de acordo 
com: o objetivo do método; a variabilidade intrínseca do método; a concentração de 
trabalho; e a concentração do analito na amostra4. Na Tabela 3 temos, como 
exemplo, os critérios sugeridos pela AOAC21. 
 
Tabela 3 – Critério de aceitação para repetitividade 
Analito, % Fração Mássica (C) Unidade DPR, % 
100 1 100% 1,3 
10 10-1 10% 1,9 
1 10-2 1% 2,7 
0,1 10-3 0,1% 3,7 
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 5,3 
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 7,3 
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 11 
0,00001 10-7 100 ppb (μg/kg) 15 
0,000001 10-8 10 ppb (μg/kg) 21 
0,0000001 10-9 1 ppb (μg/kg) 30 
Fonte: AOAC, 2016. 
 
2.7.3.2 Precisão Intermediária 
 
A determinação da precisão intermediária deve expressar a proximidade 
entre os resultados obtidos da análise de uma mesma amostra, no mesmo 
laboratório, em pelo menos dois dias diferentes, podendo incluir mais variações 
como a realização por operadores distintos e/ou diferentes equipamentos. Além 
disso, deve contemplar as mesmas concentrações e o mesmo número de 






O critério de aceitação para o desvio padrão relativo deve ser justificado 




A reprodutibilidade deve ser obtida por meio da proximidade dos 
resultados obtidos em laboratórios diferentes. É aplicável em estudos colaborativos 
ou na padronização de métodos analíticos para inclusão desses em compêndios 
oficiais, mediante testes estatísticos adequados3,4.  
  
2.7.4 Exatidão 
   
A exatidão de um método analítico deve ser obtida por meio do grau de 
concordância entre os resultados individuais do método em estudo em relação a 
um valor aceito como verdadeiro4.  
  A exatidão deve ser verificada a partir de, no mínimo, nove 
determinações, contemplando o intervalo linear do método analítico, sendo três 
concentrações: baixa, média e alta, com três réplicas em cada nível. Deve ser 
expressa pela relação percentual de recuperação do analito de concentração 
conhecida adicionado à amostra ou pela relação entre a concentração média, 
determinada experimentalmente, e a concentração teórica correspondente. Além 
da recuperação, também se deve calcular o desvio padrão relativo para cada 
concentração4. A recuperação é calculada conforme demonstrada na Equação 7, 
onde C1 corresponde a concentração do analito na amostra fortificada, C2 
corresponde a concentração do analito na amostra não fortificada e C3 corresponde 
a concentração do analito adicionado a amostra fortificada3,4.  
 
Recuperação (%) = , :" − :!:H  - × 100                                                                                     (7) 
 
Os critérios de aceitação para percentuais de recuperação e desvio 
padrão relativo obtidos devem ser justificados levando-se em conta o objetivo do 






concentração do analito na amostra4. Na Tabela 4 temos, como exemplo, os 
critérios sugeridos pela AOAC21. 
 
Tabela 4 – Critério de aceitação para recuperação 
Analito, % Fração Mássica (C) Unidade Recuperação média, %  
100 1 100% 98 – 102 
10 10-1 10% 98 – 102 
1 10-2 1% 97 – 103 
0,1 10-3 0,1% 95 – 105 
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 90 – 107 
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 80 – 110 
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 80 – 110 
0,00001 10-7 100 ppb (μg/kg) 80 – 110 
0,000001 10-8 10 ppb (μg/kg) 60 –115 
0,0000001 10-9 1 ppb (μg/kg) 40 –120 
Fonte: AOAC, 2016. 
 
2.7.5 Faixa de trabalho 
 
A faixa de trabalho deve ser estabelecida a partir dos estudos de 
linearidade, juntamente com os resultados de precisão e exatidão, sendo 
dependente da aplicação pretendida4,5, conforme demonstrado na Tabela 5. 
 
Tabela 5 – Faixa de trabalho de acordo com a aplicação pretendida 
Aplicação 
Faixa de trabalho 
Mínimo (%) Máximo (%) 
Teor 80 120 
Uniformidade de conteúdo 70 130 
Dissolução -20(1) +20(1) 
Determinação de impurezas LOQ 120(2) 
Determinação de teor e impurezas por (Area %) LOQ 120(3) 
(1)Em relação a concentração esperada a partir do perfil de dissolução. 
(2)Em relação a concentração referente a especificação de cada impureza individual.  
(3)Em relação a concentração esperada da substância ativa. 







2.7.6 Limite de quantificação 
 
O limite de quantificação é a menor quantidade do analito em uma 
amostra que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as 
condições experimentais estabelecidas4,5.  
Para produtos adequados à resolução que estabelece parâmetros para a 
notificação, identificação e qualificação de produtos de degradação em 
medicamentos, o limite de quantificação deve ser menor ou igual ao limite de 
notificação4.  
Existem diversos modos de se calcular o limite de quantificação, entre 
eles a determinação através da relação sinal/ruído. A relação sinal/ruído é 
determinada pela comparação dos sinais medidos de amostras com baixas 
concentrações conhecidas do analito e dos ruídos dos brancos de amostras, 
definindo-se a concentração mínima em que o analito pode ser detectado com 




A robustez é um parâmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do 
método analítico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas 
variações das condições analíticas. Caso exista susceptibilidade do método a 
essas variações, as mesmas deverão ser controladas por meio de precauções 
descritas no método3,4,5,19.  
Para cromatografia líquida, as condições a serem variadas para 
avaliação da robustez do método são: 
• pH da fase móvel; 
• Composição da fase móvel; 
• Diferentes lotes ou fabricantes de colunas; 
• Temperatura; 









Os Benzodiazepínicos atuam de forma seletiva nos receptores de 
GABAA, que é um neurotransmissor que medeia à transmissão sináptica inibitória 
no Sistema Nervoso Central. Os receptores de GABAA existem como canais de 
cloreto formados por múltiplas subunidades e controlados por ligantes. Os 
Benzodiazepínicos se ligam nesses receptores a um sítio distinto ao sítio de 
ligação do GABA, aumentando a afinidade do neurotransmissor ao receptor, 
promovendo uma maior permeabilidade neural aos íons cloretos e consequente 
hiperpolarização das células22,23.  
Os principais efeitos e usos dos benzodiazepínicos são na redução da 
ansiedade e agressividade, indução do sono e da sedação, relaxamento muscular, 
atividade anticonvulsivante e amnésia anterógrada22,23.  
A estrutura química básica dos benzodiazepínicos consiste em um anel 
de sete elementos fundido com um anel aromático e um substituinte arila na 
posição 5. Essa estrutura 5-arila-1,4-benzodiazepina apresenta cinco grupos 
substituintes principais que podem ser modificados sem perda de atividade22,23, 
conforme demonstrado na Figura 2.  
Porém outras mudanças na estrutura básica também resultaram em 
compostos com ações similares. Na Figura 3 encontram-se alguns exemplos de 
benzodiazepínicos, sendo parte proveniente da estrutura geral e outra com 
diferentes substituintes.  
 
Figura 2 – Estrutura molecular da 5-arila-1,4-benzodiazepina 
 








Figura 3 – Exemplos de benzodiazepínicos provenientes de diferentes substituintes nas       
                estruturas básicas. 
 




O cloxazolam é um benzodiazepínico tetracíclico com um anel oxazólico 
adicional, que o diferencia dos demais benzodiazepínicos. É duas vezes mais 
potente que o diazepam na função ansiolítica, mas com uma ação sedativa menor. 
É lipofílico e por isso é absorvido rapidamente, propiciando um início de ação 
rápido e intenso. O pico de concentração sérica é atingido em uma hora, com meia-
vida média de 40 horas, podendo ser administrado em dose única. É metabolizado 
no fígado e seus metabólitos também são ativos. Seu principal metabólito ativo é o 
clordesmetildiazepam (delorazepam), o qual também é comercializado como 








2.9.1 Insumo farmacêutico ativo (IFA) 
 
Quimicamente seu nome IUPAC é 10-chloro-11b-(2-chlorophenyl)-
2,3,5,7-tetrahydro-[1,3]oxazolo[3,2-d][1,4]benzodiazepin-6-one e seu número de 
CAS é 24166-13-0. Apresenta fórmula molecular C17H14Cl2N2O2 e massa molecular 
349.211 g/mol. A estrutura molecular do cloxazolam pode ser visualizada na Figura 
4. 
 











O cloxazolam é um pó cristalino branco, insípido e inodoro. É livremente 
solúvel em ácido acético, pouco solúvel em diclorometano, ligeiramente solúvel em 
etanol e praticamente insolúvel em água. Apresenta ponto de fusão de 200°C 
seguido de decomposição28. 
É uma molécula com grupamentos ionizáveis, com valores de pKa e de 








Figura 5 – Distribuição de cargas e valores de pKa para o cloxazolam 
 
           Fonte: ChemAxon29. 
 
É predominantemente encontrado na sua forma não ionizada em quase 
toda faixa de pH, sendo que, abaixo do pH 2,0 e acima do pH 13 ocorre o 
aparecimento de micro espécies ionizadas com cargas positivas e negativas, 
respectivamente, conforme representado na Figura 6. Na mesma figura também 
está representado o gráfico de log D, que corresponde a um coeficiente de 
distribuição do soluto em duas fases não miscíveis (água e n-octanol) em 
diferentes valores de pH, demonstrando a afinidade desse composto por um dos 
dois meios (hidrofilicidade ou lipofilicidade)29. Assim, quanto maior o valor de log D, 
maior será a lipofilicidade do composto, bem como quanto menor esse valor, maior 






Figura 6 – Informações e características do composto cloxazolam (CLX): distribuição das espécies 
ionizadas em função do pH (A), suas respectivas estruturas moleculares (B) e curva de 
log D em função do pH (C).  
Fonte: ChemAxon29.  
 
O cloxazolam apresenta dois principais produtos de degradação 
descritos em literatura. São eles: a cloxaetanolamina (CLX 3), quimicamente 
chamada de N-[4-chloro-2-(2-chlorobenzoyl)phenyl]-2-[(2-hydroxyethyl)amino] 
acetamide; e o 2-amino-2,5-diclorobenzofenona (CLX 1), quimicamente chamado 











 Nas Figuras 7 e 8 estão demonstradas algumas características desses 
produtos de degradação. 
 
Figura 7 – Informações e características do composto cloxaetanolamina (CLX 3): distribuição das 
espécies ionizadas em função do pH (A), suas respectivas estruturas moleculares (B) e 













Figura 8 – Informações e características do composto amino-2,5-diclorobenzofenona (CLX 1): 
distribuição das espécies ionizadas em função do pH (A), suas respectivas estruturas 





Como medicamento, o cloxazolam, encontra-se disponível na forma 













Biociências) o medicamento de referência para estas três apresentações34. Faz 
parte da lista Substâncias Psicotrópicas (B1), segundo a qual a venda é regulada 
pela Portaria 344 da ANVISA35,36. 
O cloxazolam é comercializado na Argentina, Austrália, Portugal, 
Bélgica, Suíça, Luxemburgo, Alemanha, Taiwan, Japão e Brasil principalmente 
para a ansiedade27. 
Conforme indicadores de consumo obtidos a partir do 
SNGPC/CSGPC/NUVIG/Anvisa, dentre os princípios ativos de formulações 
industrializadas mais consumidos da Portaria SVS/MS nº 344/1998 nas Unidades 
da Federação (UF), o cloxazolam ficou entre os 5 mais consumidos em 2009 e 
2010. Em 2009 ficou em quarto lugar e em 2010 em quinto lugar de vendas37. 
 
2.9.2.1 Histórico regulatório no Brasil 
 
Em novembro/2015 a Empresa Eurofarma Laboratórios S.A. peticionou 
junto a Anvisa a descontinuação temporária de suas apresentações de genéricos 
de cloxazolam 1 e 2 mg  referenciando “motivo comercial”38.  
Em maio/2016 a empresa Novartis Biociências S.A. peticionou junto à 
Anvisa a descontinuação temporária de suas apresentações de genéricos de 
cloxazolam 1, 2 e 4 mg, referenciando como motivo o “princípio ativo”38.  
Em março/2017 a empresa Sandoz do Brasil Indústria Farmacêutica 
Ltda também peticionou a descontinuação temporária de suas apresentações de 
genéricos 1 e 2 mg pelo mesmo motivo (“princípio ativo”)38. 
Em abril/2017 a Novartis fez a notificação de descontinuação definitiva 
de fabricação ou importação do Olcadil 1 e 4 mg e em setembro de 2017 a Novartis 
fez a notificação de descontinuação definitiva de fabricação ou importação do 
Olcadil 2 mg38.  
Os medicamentos similares presentes atualmente na Lista de 
Medicamentos Similares são o Eutonis 1 mg e Eutonis 2 mg, os quais são 
intercambiáveis ao medicamento de referência Olcadil. Todavia, o prazo de 








2.9.3 Métodos analíticos descritos em literatura 
 
Dentre as farmacopeias comumente usadas no Brasil, o cloxazolam é 
descrito apenas pela Farmacopeia Japonesa, contemplando os testes de 
descrição, identificação, absorbância, pureza através dos testes de cloreto, metais 
pesados, arsênio, substâncias relatadas, perda por dessecação, resíduos de 
ignição e teor. Nesta monografia as substâncias relatadas são avaliadas pela 
técnica de CCD e o teor por titulometria. Nenhuma impureza conhecida é 
mencionada28.  
A ausência da monografia de cloxazolam em outras farmacopeias e pelo 
fato da monografia da Farmacopeia Japonesa possuir testes com técnicas de baixa 
sensibilidade demonstram a escassez de informações de metodologia nas fontes 
oficiais.  
Na literatura científica encontram-se diversos métodos de triagem de 
benzodiazepínicos em fluídos biológicos que contenham entre o leque de analitos, 
o cloxazolam 24,26,40,41,42,43,44,45,46,47. Entretanto há uma escassez de referências que 
proponham métodos analíticos que o quantifique juntamente com seus produtos de 
degradação. 
Assim, diante dessa escassez apresentada e levando em consideração 
que o ativo objeto do estudo é comercializado mundialmente e apresenta um 
histórico regulatório no Brasil que indica uma instabilidade da formulação a ser 










Desenvolver método por HPLC-DAD para a determinação de cloxazolam 
e seus produtos de degradação na forma farmacêutica comprimidos. 
Realizar estudo de degradação forçada do insumo farmacêutico ativo e 
produto acabado de cloxazolam para avaliação da seletividade e da capacidade 
indicativa de estabilidade do método analítico. 
Verificar através do estudo degradação forçada qual(ais) a(s) 
principal(ais) via(s) de degradação do cloxazolam. 
Validar o método por HPLC-DAD para a determinação de cloxazolam e 











4.1.1 Substância química de referência caracterizada (SQR) 
 
 Cloxazolam, Formil Química, Potência: 99,4%; 
 Cloxaetanolamina, Formil Química, 99,6%; 
 2-Amino-2,5-diclorobenzofenona, Formil Química, 99,8%. 
 
4.1.2 Dados das amostras 
 
 Insumo Farmacêutico Ativo (IFA) de cloxazolam, Formil Química; 
 Produto Farmacêutico Comercial, OLCADIL®, da Novartis Biociências S.A, 
na apresentação de comprimidos contendo 2 mg de cloxazolam; 
 Placebo preparado (excipientes: lactose, lactose monoidratada, amido de 
milho, talco, hiprolose, estearato de magnésio e óxido de ferro vermelho), 




 Acetonitrila, J. T. Baker; 
 Metanol, J. T. Baker; 
 Água ultra purificada, Millipore Advanced A10; 
 Formiato de Amônio, Fluka Analytical; 
 Hidróxido de Amônio, J. T. Baker; 
 Ácido Clorídrico PA, J. T. Baker; 
 Hidróxido de Sódio PA, Merck; 
 Peróxido de Hidrogênio 30%, Merck; 









 Sistema de cromatografia líquida de alta eficiência composto por bomba de 
alta pressão quaternária Hitachi 5110, forno de coluna Hitachi 5310, injetor 
automático Hitachi 5260, detector por arranjo de fotodiodo Hitachi L-5430 e 
software Agilent EZChrom Elite; 
 Balança Analítica, Sartorius, modelo ED224S; 
 Estufa, Nova Instruments, modelo NI1512D; 
 Câmara de fotoestabilidade, Ethiktechnology, modelo 424-CF; 
 Micropipeta (100 μL a 1000 μL), HTL Discovery Comfort; 
 Banho de ultrassom, Elmasonic, modelo D78224; 
 Medidor de pH, AJ Micronal, modelo AJX-512.   
 
4.1.5 Colunas cromatográficas 
 
 Hypersil Gold (250 x 4,6 mm, 5 µm), Thermo Fisher Scientific; 
 Luna Phenyl-Hexyl (150 x 4,6 mm, 3 µm), Phenomenex; 
 Zorbax Eclipse Plus (150 x 4,6 mm, 3,5 µm), Agilent; 




4.2.1 Desenvolvimento do método analítico 
 
Foram realizados ensaios preliminares com o intuito de se obter 
condições cromatográficas adequadas para a separação e quantificação de 
cloxazolam e seus produtos de degradação presentes na forma farmacêutica 
comprimido. 
Devido a dose máxima diária de cloxazolam permitida ser de 12 mg 
(bula Olcadil®), os limites de notificação, identificação e qualificação estabelecidos 
para essa substância foram, respectivamente, 0,1%, 0,2% e 0,5%. Dessa forma, o 






menos 0,1%, garantindo a quantificação de produtos de degradação em 
concentrações iguais e superiores a esse limite.   
Na Tabela 6 encontram-se as condições cromatográficas avaliadas no 
desenvolvimento do método analítico.  
 
Tabela 6 – Condições cromatográficas utilizadas no desenvolvimento do método de cloxazolam 
Parâmetros Descrição 
Fase móvel 
Água ultrapura, Solução de Ácido Fórmico 0,1%, Tampão 
Formiato de Amônio 20 mM pH 8,6, acetonitrila e/ou 




Hypersil Gold (250 x 4,6 mm, 5 µm) 
Luna Phenyl-Hexyl (150 x 4,6 mm, 3 µm) 
Zorbax Eclipse Plus (150 x 4,6 mm, 3,5 µm) 
Curosil PFP (250 x 4,6 mm, 5 µm) 
Comprimento de 
Onda Determinado por varredura 
Vazão 1,0 mL/min 
 





Fonte: Do autor 
 
4.2.1.1 Definição do método analítico 
 
A partir dos estudos preliminares, onde foram testadas diversas 
condições analíticas, bem como a obtenção de dados referentes ao estudo de 
degradação forçada de cloxazolam, foram estabelecidas condições finais para o 
método analítico para a determinação de cloxazolam e seus produtos de 
degradação, conforme descrito a seguir. 
 
- Fase móvel A (Tampão formiato de amônio 20 mM /pH 8,6): Solubilizou-se 1,3 g 
de formiato de amônio em 1000 mL de água ultrapura. Ajustou-se o pH para 8,6 
com hidróxido de amônio. 
 







- Diluente: Acetonitrila grau HPLC. 
 
- Solução Padrão de Calibração Teor (0,4 mg/mL): Pesou-se analiticamente 10 mg 
de cloxazolam substância de referência para balão volumétrico de 25 mL. 
Adicionou-se aproximadamente 15 mL de diluente e levou-se ao banho ultrassom 
por 10 minutos. Aguardou-se atingir a temperatura ambiente e completou-se o 
volume com o mesmo diluente. Filtrou-se para vial em membrana 0,45 µm 13 mm 
de diâmetro. 
 
- Solução Padrão de Calibração Produtos de Degradação (0,5% - 2,0 µg/mL): 
Transferiu-se volumetricamente 1,0 mL da solução padrão de calibração de teor 
para balão volumétrico de 200 mL. Completou-se o volume com diluente e 
homogeneizou-se. Filtrou-se para vial em membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro. 
 
- Solução de Sensibilidade (0,1% - 0,4 µg/mL): Transferiu-se volumetricamente 1,0 
mL da solução padrão estoque de teor para balão volumétrico de 100 mL. 
Completou-se o volume com diluente e homogeneizou-se. Desta solução, 
transferiu-se volumetricamente 1,0 mL para balão volumétrico de 10 mL. 
Completou-se o volume com o diluente e homogeneizou-se. Filtrou-se para vial em 
membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro. 
 
- Solução Amostra (0,4 mg/mL): Realizou-se o peso médio de 20 comprimidos de 
cloxazolam 2 mg. Após isso, triturou-se até a obtenção de um pó fino e 
homogêneo. Pesou-se analiticamente o equivalente a 2 comprimidos (4 mg de 
cloxazolam) e transferiu-se para um balão volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 
aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. 
Aguardou-se atingir a temperatura ambiente e completou-se o volume com 







- Condições Cromatográficas: 
Coluna:  Luna Phenyl-Hexyl (150 x 4,6 mm, 3 µm) 
Temperatura da Coluna 35ºC 
Vazão  1,0 mL/min 
Detecção UV 244 nm 
Volume de Injeção 10 µL 
Eluição Gradiente 
 
 A programação do gradiente final está descrita na Tabela 7. Os cálculos 
referentes à determinação do teor de cloxazolam (em %) e de suas impurezas 
individuais (em %) estão descritos nas Equações 8 e 9, respectivamente. 
 
Tabela 7 – Programação do gradiente 
Tempo (minutos) Fase móvel A (%) Fase móvel B (%) 
0,0 75 25 
3,0 75 25 
48,0 10 90 
48,1a 75 25 
60,0a 75 25 
a Etapa de condicionamento da coluna. Não é necessário reportar no cromatograma.  
Fonte: Do autor 
 











 % de cloxazolam                                                      (8) 
Onde: 
AA = Área do pico de cloxazolam no cromatograma da amostra;  
AP = Média das áreas do pico de cloxazolam no cromatograma do padrão;  
MP = Tomada de ensaio do padrão de cloxazolam, em mg; 
DP = 25 = Diluição do padrão, em mL; 
PP = Potência do padrão de cloxazolam, em %; 
DA = 10 = Diluição da amostra, em mL; 






PM = Peso médio do produto em mg; 
T = 2 (Concentração declarada de cloxazolam no produto em mg). 
 











 % Impurezas individuais                                        (9) 
Onde: 
AI = Área do pico de cada impureza no cromatograma da amostra; 
AP = Média das áreas do pico de cloxazolam no cromatograma do padrão; 
MP = Tomada de ensaio do padrão de cloxazolam, em mg; 
DP = 5000 = (25 x 200 ÷ 1) = Diluição do padrão, em mL; 
PP = Potência do padrão de cloxazolam, em %; 
DA = 10 = Diluição da amostra, em mL; 
MA = Tomada de ensaio da amostra, em mg; 
PM = Peso médio do produto em mg; 
T = 2 (concentração declarada de cloxazolam no produto em mg) 
F = Fator resposta da impureza (para impurezas desconhecidas 
considerar o F = 1,00; para CLX 1 o F = 1,38; e para o CLX 3 o F = 
1,30). 
 
4.2.1.2 Robustez cromatográfica 
 
 A robustez do método foi testada avaliando-se a influência de pequenas 
mudanças no pH da solução tampão (± 0,2 unidades), alteração na temperatura da 
coluna (± 5°C), mudança na vazão (± 5%). Em todos os casos, os efeitos das 
pequenas alterações trazidas ao método foram avaliados calculando a recuperação 
dos resultados de CLX, CLX 1 e CLX 3 em função dos obtidos na condição normal 
do método. Avaliou-se também os fatores de adequação do sistema como fator de 
cauda e número de pratos para todos os picos, bem como os fatores de resolução 
(Rs) entre os picos de CLX 3 e CLX. O critério de aceitação para a robustez 








Tabela 8 – Critério de aceitação para a robustez cromatográfica 
Parâmetro Critério de aceitação 
Recuperação em relação à média da 
condição descrita no método (%) 
CLX – 98,0 a 102,0 % 
CLX 1 e CLX 3 – 95,0 a 105,0 % 
Fonte: Do autor 
 
4.2.1.3 Estabilidade das soluções 
 
As estabilidades das soluções padrão (solução padrão de calibração de 
produtos de degradação) e amostra foram estabelecidas pelo armazenamento 
destas em amostrador a 10°C. As soluções foram reanalisadas em intervalos de 
tempo até um período de 72 horas de estocagem. As áreas de CLX, CLX 1 e CLX 
3 foram avaliadas e suas recuperações determinadas em função das soluções 
recém-preparadas (T0). O critério de aceitação para a avaliação da estabilidade 
das soluções está descrito na Tabela 9. 
 
Tabela 9 – Critério de aceitação para robustez de estabilidade de solução 
Parâmetro Solução Critério de aceitação 
Recuperação de 
área em relação à 
média do tempo 
zero (%) 
Padrão de Calibração de 
Produtos de Degradação 
95,0% a 105,0%  
Solução Amostra 
CLX – 98,0 a 102,0% 
CLX 1 e CLX 3 – 95,0 a 105,0% 
Fonte: Do autor 
 
4.2.1.4 Avaliação dos filtros 
 
As soluções padrão (solução padrão de calibração de produtos de 
degradação) e amostra foram filtradas através de diferentes tipos de membranas e 
tiveram suas recuperações determinadas frente às soluções sem filtração. As 
membranas avaliadas foram: PVDF (fluoreto polivinidileno hidrofílico) com 0,45 μm 
de porosidade e diâmetro de 13 mm, Nylon com 0,45 μm de porosidade e diâmetro 
33 mm e PTFE (politetrafluoretileno) com 0,45 μm de porosidade e diâmetro de 25 






Tabela 10 – Critério de aceitação para robustez de filtração 
Parâmetro Critério de aceitação 
Recuperação (%) 
Padrão de Calibração PD: 95,0% a 105,0% de recuperação 
de área em relação à média da solução padrão sem filtrar 
Solução Amostra: 98,0 a 102,0% para CLX e 95,0% a 
105,0% para CLX 1 e CLX 3 de recuperação de área em 
relação à média da solução amostra sem filtrar. 
Fonte: Do autor 
 
4.2.2 Estudo de degradação forçada  
 
4.2.2.1 Condução do estudo 
 
O estudo de degradação forçada foi conduzido avaliando-se as amostras 
do fármaco, do produto acabado cloxazolam 2 mg e do placebo submetidas às 
condições de estresse: hidrólise ácida e alcalina, oxidação, calor, umidade e luz. As 
condições de estresse empregadas (concentração e tipo do agente estressante, 
temperatura e tempo) foram ajustadas com o intuito de obter uma degradação 
superior a 10% para o ativo, conforme preconizado no artigo 6º da RDC 539. 
Quando tal queda não era alcançada, empregou-se o end point da condição de 
acordo com a literatura especializada. 
Realizou-se o peso médio (PM) de 20 comprimidos de cloxazolam 2 mg 
e utilizou-se o valor resultante para as tomadas de ensaio do produto acabado e do 
placebo nos testes de degradação (PM = 119,45 mg) 
 A pureza cromatográfica das condições citadas acima foi avaliada por 
meio da determinação da pureza de pico através do software do equipamento, 
demonstrada por meio do gráfico de pureza. Foi adotada uma faixa de aquisição de 
dados para o cálculo de 220 a 400 nm. Empregou-se o valor de threshold fixado 
em 990 e habilitou-se a opção de compensação de sinal de fundo como forma de 
eliminar a interferência da linha de base no cálculo da pureza. 
 Para a avaliação do balanço de massa, adotou-se como critério de 
aceitação a faixa de 95% a 105%, de forma a corresponder à incerteza aceitável 






impurezas (0,1%), em conformidade com o guia para padrões de performance de 
métodos da AOAC21. 
 
4.2.2.2 Amostra controle  
 
As amostras controle foram preparadas conforme método analítico, sem 
a presença de agentes degradantes, sendo utilizadas como comparativo às demais 
condições de estresse. 
 




Transferiu-se 2 mL de solução degradante para um balão volumétrico de 
10 mL, completou-se o volume com diluente e homogeneizou-se. Deixou-se em 
exposição nas mesmas condições empregadas para o IFA. Após esse período, 
filtrou-se a solução para vial em membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro e efetuou-
se a injeção no equipamento. Empregou-se as soluções degradantes ácido 
clorídrico 0,05 mol/L, hidróxido de sódio 0,05 mol/L, peróxido de hidrogênio 1,5%, 
sulfato de cobre II 5 mmol/L para as degradações ácida, básica, oxidativa por 
peróxido e oxidativa por íons metálicos, respectivamente. As concentrações finais 
de exposição das soluções degradantes foram de 0,01 mol/L para o ácido clorídrico 
e hidróxido de sódio, 0,3% para o peróxido de hidrogênio e 1 mmol/L para o sulfato 
de cobre. Para as condições térmica seca, térmica úmida e fotolítica, empregou-se 




Pesou-se analiticamente cerca de 238,9 mg de placebo (equivalente ao 
peso médio de 2 comprimidos de cloxazolam 2 mg) e transferiu-se para um balão 
volumétrico de 10 mL. Adicionou-se aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se 
ao banho ultrassom por 15 minutos. Adicionou-se 2 mL de solução degradante 






com diluente e homogeneizou-se. Deixou-se em exposição nas mesmas condições 
empregadas para o produto acabado. Após esse período, filtrou-se a solução para 
vial em membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro e efetuou-se a injeção no 
equipamento. 
Para as condições térmica seca, térmica úmida e fotolítica, a exposição 
foi realizada em balão volumétrico antes da adição do diluente. Para a condição 
térmica seca, o balão foi exposto tampado, e para a térmica úmida, destampado. 
Já para a condição fotolítica, as amostras foram preparadas em duplicata, sendo 
um dos balões envolvido em papel alumínio como amostra controle e o outro não. 
Essas amostras foram deixadas em exposição nas mesmas condições 
empregadas para o produto acabado. Após esse período, adicionou-se 
aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. 
Aguardou-se a solução atingir a temperatura ambiente, completou-se o volume 
com diluente e homogeneizou-se. Filtrou-se a solução para vial em membrana 0,45 
µm 13 mm de diâmetro e efetuou-se a injeção no equipamento. 
  
Insumo Farmacêutico Ativo 
 
Pesou-se analiticamente 4 mg de cloxazolam e transferiu-se para um 
balão volumétrico de 10 mL. Adicionou-se aproximadamente 7 mL de diluente e 
levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. Adicionou-se 2 mL de solução 
degradante (mesmas soluções e concentrações utilizadas nos brancos e placebos), 
completou-se o volume com diluente e homogeneizou-se. Deixou-se em exposição 
por tempo e temperatura suficientes para que a degradação química resultante 
provocasse uma degradação do cloxazolam acima de 10%. Após isso, filtrou-se a 
solução para vial em membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro e efetuou-se a injeção 
no equipamento. Assim como descrito no placebo, para as condições térmica seca, 
térmica úmida e fotolítica, a exposição foi realizada antes da adição do diluente, e 
os balões foram expostos, respectivamente, tampados, destampados e em 
duplicata com um deles protegido com papel alumínio. A concentração aproximada 








Produto Acabado  
 
Triturou-se 20 comprimidos de cloxazolam 2 mg até a obtenção de um 
pó fino e homogêneo. Pesou-se analiticamente o equivalente a 2 comprimidos (4 
mg de cloxazolam) e transferiu-se para um balão volumétrico de 10 mL. Adicionou-
se aproximadamente 7 mL de diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 
minutos. Adicionou-se 2 mL de solução degradante (mesmas soluções e 
concentrações utilizadas nos brancos, placebos e IFA’s), completou-se o volume 
com diluente e homogeneizou-se. Deixou-se em exposição por tempo e 
temperatura suficientes para que a degradação química resultante provocasse uma 
degradação do cloxazolam acima de 10%. Após exposição, filtrou-se a solução 
para vial em membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro e efetuou-se a injeção no 
equipamento. Para as condições térmica seca, térmica úmida e fotolítica, a 
exposição foi realizada conforme descrito anteriormente no preparo do placebo e 
do IFA. A concentração aproximada das soluções preparadas foi de 0,4000 mg de 
cloxazolam/ mL. 
Na Tabela 11 estão descritos os agentes degradantes, as concentrações 
































Térmica Úmida Calor e Umidade 
70°C 95%U.R.* 
10 dias 
70°C 95% U.R.* 
10 dias 
Térmica Seca Calor 70°C 10 dias 
70°C 
10 dias 







Fotolítica Luz UV/Visível 
Exposição 2,4 
milhões de lux.hora 
e 400 w.h/m2 
Exposição 2,4 
milhões de lux.hora 
e 400 w.h/m2 
Oxidação mediada 










* U.R. – Umidade Relativa 
Fonte: Do autor 
 
 4.2.3 Validação do método analítico 
 
Foram realizadas duas validações do método analítico desenvolvido. 
Uma referente ao doseamento do cloxazolam e outra referente à determinação dos 
produtos de degradação do ativo. Para a validação de doseamento, realizou-se a 
avaliação dos seguintes parâmetros: adequação do sistema, seletividade, 
linearidade, precisão e exatidão. Para a validação de substâncias relacionadas, 






precisão (impurezas conhecidas e desconhecidas) e exatidão (impurezas 
conhecidas e desconhecidas). 
 
4.2.3.1 Adequação do sistema 
 
Os parâmetros de adequação do sistema foram medidos de modo a 




A adequação do sistema para o método de teor foi avaliada através de 
cinco injeções da solução padrão de calibração de teor (0,4 mg/mL). Todas as 
características importantes incluindo assimetria, número de pratos e desvio padrão 
relativo entre as injeções foram medidos. Todas essas informações foram obtidas 
pelo software EZChrom Elite (Agilent®) 
 
Produtos de degradação 
 
 A adequação do sistema para o método de produtos de degradação foi 
avaliada através de uma injeção da solução de sensibilidade (0,4 µg/mL) e cinco 
injeções da solução padrão de calibração de produtos de degradação (2,0 µg/mL). 
Todas as características importantes incluindo assimetria, número de pratos e 
desvio padrão relativo entre as injeções foram medidos. Para a solução de 
sensibilidade avaliou-se a razão sinal/ruído. Todas essas informações foram 
obtidas pelo software EZChrom Elite (Agilent®) 
  
 Os critérios de aceitação para a adequabilidade do sistema das soluções 
padrão de calibração de teor e PD estão descritos na Tabela 12. Na Tabela 13 








Tabela 12 – Critérios de aceitação da adequabilidade do sistema para as soluções padrão de      
calibração de teor e PD 
Parâmetro Teste Critério de Aceitação 
1 – Desvio padrão 
relativo entre as áreas 
das injeções Cloxazolam 
DPR%a < 2,0 para teor 
DPR%a < 5,0 para PD 
2 – Número de pratos ≥ 2000 
3 – Fator de cauda Entre 0,7 e 2,0 
a
 DPR – Desvio Padrão Relativo. 
Fonte: Do autor 
 
Tabela 13 – Critério de aceitação da adequabilidade do sistema para a solução de sensibilidade (0,4 
µg/mL) 
Parâmetro Teste Critério de Aceitação 
1 – Razão Sinal/Ruído Cloxazolam > 10 





Realizou-se a linearidade do teor contemplando a faixa de 80% a 120% 
da concentração de trabalho do ativo (C = 0,4 mg/mL como 100%), ou seja, de 
0,24 mg/mL a 0,36 mg/mL de cloxazolam. 
Foram preparadas três soluções estoques conforme procedimento a 
seguir: 
Pesou-se, analiticamente, cerca de 20,0 mg de cloxazolam e transferiu-
se para balão volumétrico de 10 mL. Adicionou-se cerca de 7 mL de diluente e 
levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. Aguardou-se a solução atingir a 
temperatura ambiente, completou-se o volume com diluente e homogeneizou-se. 
Concentração final: 2,0000 mg cloxazolam/mL.  
Cada nível da linearidade foi preparado em triplicata, sendo utilizada 
uma solução estoque diferente para cada replicata do nível. As diluições foram 
feitas para balão volumétrico de 5 mL. O volume das alíquotas e as concentrações 






      
Tabela 14 – Preparo das soluções para linearidade de teor 




80 0,8 0,3200 
90 0,9 0,3600 
100 1,0 0,4000 
110 1,1 0,4400 
120 1,2 0,4800 
Fonte: Do autor 
 
As soluções preparadas foram filtradas para vial em membrana 0,45 µm 
13 mm de diâmetro. Cada replicata foi injetada uma vez de acordo com as 
condições cromatográficas do método. 
 
Produtos de degradação 
 
Realizou-se a linearidade para os produtos de degradação 
contemplando a faixa de LOQ a 200% da concentração limite das impurezas (C = 
2,0000 µg/mL como 100%), ou seja, de 0,4000 µg/mL a 4,0000 µg/mL de 
cloxazolam (referente as impurezas desconhecidas – CLXID), CLX 1 e CLX 3.   
Foram preparadas três soluções estoques individuais para CLXID, CLX 1 
e CLX 3 conforme descrito a seguir. Pesou-se, analiticamente, cerca de 4,0 mg de 
cada composto e transferiu-se para balão volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 
cerca de 7 mL de diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. 
Aguardou-se a solução atingir a temperatura ambiente, completou-se o volume 
com diluente e homogeneizou-se. Transferiu-se volumetricamente 5,0 mL dessa 
solução para balão volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com diluente e 
homogeneizou-se. A concentração final aproximada das soluções estoques obtidas 
para CLX, CLX 1 e CLX 3 foi de 0,0400 mg/mL. 
Cada nível da linearidade foi preparado em triplicata, sendo utilizada 






feitas para balão volumétrico de 20 mL. O volume das alíquotas e as 
concentrações resultantes estão descritas na Tabela 15. 
 
  Tabela 15 – Preparo das soluções para linearidade de produtos de degradação de CLXID, CLX 1 e 
CLX 3 
Nível (%) 
Alíquota das soluções 
estoques de CLX,  
CLX 1 e CLX  3 (mL) 
Concentração de 
CLX, CLX 1 e CLX 3 
(µg/mL) 
LOQ 0,2 0,4000 
30 0,3 0,6000 
40 0,4 0,8000 
60 0,6 1,2000 
80 0,8 1,6000 
100 1,0 2,0000 
120 1,2 2,4000 
150 1,5 3,0000 
200 2,0 4,0000 
Fonte: Do autor 
 
As soluções preparadas foram filtradas para vial em membrana 0,45 µm 
13 mm de diâmetro. Cada replicata foi injetada uma vez de acordo com as 
condições cromatográficas do método. 
 
Para ambas as linearidades (teor e PD), plotou-se o gráfico de 
concentração do analito versus resposta (área), incluindo a análise de regressão e 
o gráfico de resíduos. 
Avaliou os dados obtidos através do: 
- Teste de Cochran para avaliação da homocedasticidade; 
- Método dos mínimos quadrados ordinários para estimar a reta de regressão 
(ANOVA); 
- Teste F (ANOVA). 






 Os critérios de aceitação para as linearidades de teor e produtos de 
degradação estão descritos na Tabela 16. 
 
Tabela 16 – Critério de aceitação para a linearidade de teor e produtos de degradação 
Parâmetro Critério de Avaliação 
Coeficiente de correlação (R) (NMQ*) 0,990 
Coeficiente de determinação (R2) (NMQ*) 0,980 
Gráfico de resíduos Ausência de tendência 
Teste Cochran C calculado < C tabelado para o critério de Homocedasticidade ser aceito. 
Teste F (ANOVA) F calculado ≥ F de significação 
Resíduos Padronizados - 3,0 a + 3,0 
Nota: NMQ* – não menos que 
Fonte: Do autor 
 
4.2.3.3 Limite de quantificação (LOQ) 
 
A determinação de LOQ baseou-se na relação sinal/ruído avaliada 
comparando os sinais medidos nas amostras em baixas concentrações conhecidas 
de CLX, CLX 1 e CLX 3 com o resultado de ruído obtido no mesmo cromatograma 
em regiões próximas aos picos e estabelecendo a concentração mínima na qual o 
analito pode ser quantificado de forma confiável.   
Foi estabelecida como limite de quantificação a concentração referente 
ao limite de notificação, conforme descrito anteriormente, que corresponde a 0,4 
µg/mL (primeiro ponto da linearidade de produtos de degradação). 
 O critério de aceitação para o limite de quantificação está descrito na 
Tabela 17. 
 
Tabela 17 – Critério de aceitação para o limite de quantificação (0,4 µg/mL) 
Parâmetro Teste Critério de Aceitação 
1 – Razão Sinal/Ruído CLX, CLX 1 e CLX 3 > 10 











Foram avaliados três níveis de concentração (baixo, médio e alto) e 
cada nível foi preparado em triplicata. Contemplou-se a faixa de 80% a 120% da 
concentração de trabalho do ativo (concentração 0,4 mg/mL de cloxazolam como 
100%), ou seja, de 0,3200 mg/mL a 0,4800 mg/mL para cloxazolam. 
Para os níveis 80%, 100% e 120%, pesou-se, respectivamente, cerca de 
3,2, 4,0 e 4,8 mg de cloxazolam para balões volumétricos de 10 mL. Para os 
mesmos balões, pesou-se 238,9 mg de placebo. Adicionou-se cerca de 7 mL de 
diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. Aguardou-se as soluções 
atingirem a temperatura ambiente, completou-se os volumes com diluente e 
homogeneizou-se. Filtrou-se a solução para vial em membrana 0,45 µm 13 mm de 
diâmetro. Preparou-se em triplicata. A concentrações finais obtidas paras os níveis 
80%, 100% e 120% foram, respectivamente, aproximadamente 0,3200, 0,4000 e 
0,4800 mg de cloxazolam/mL.  
Cada preparo foi injetado uma vez e avaliou-se a recuperação e o desvio 
padrão relativo dos resultados obtidos. 
 
Produtos de degradação  
 
 Exatidão de produtos de degradação foi avaliada de duas formas:  
 
1. Avaliação das Impurezas Conhecidas: Preparou-se amostras 
contendo placebo e cloxazolam a 0,4000 mg/mL acrescido de uma alíquota da 
solução estoque de cada impureza. Foram contempladas as faixas de LOQ a 200% 
da concentração de cada impureza conhecida, ou seja, de 0,4000 µg/mL a 4,0000 
µg/mL de CLX 1 e CLX 3. Determinou-se a quantidade em porcentagem das 
impurezas CLX 1 e CLX 3 já presentes no IFA, para serem descontadas no cálculo 
de recuperação. 
 Os preparos foram realizados pesando-se, analiticamente, 10,0 mg de 






mg de placebo. Transferiu-se volumetricamente 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL das 
soluções estoques de CLX 1 e CLX 3 preparadas na linearidade (concentração de 
0,04 mg/mL) correspondentes aos níveis LOQ, 100% e 200%, respectivamente. 
Adicionou-se cerca de 7 mL de diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 
minutos. Aguardou-se a solução atingir a temperatura ambiente, completou-se o 
volume com diluente e homogeneizou-se. Filtrou-se a solução para vial em 
membrana 0,45 µm 13 mm de diâmetro. Preparou-se cada nível em triplicata. As 
concentrações finais obtidas para CLX 1 e CLX 3 paras os níveis LOQ, 100% e 
200% foram, respectivamente, aproximadamente 0,4000 µg/mL, 2,0000 µg/mL e 
4,0000 µg/mL. 
 Cada preparo foi injetado uma vez e avaliou-se a recuperação e o desvio 
padrão dos resultados obtidos. 
   
2. Avaliação das Impurezas Desconhecidas: Utilizou-se o placebo e a 
solução estoque de cloxazolam. Foi contemplada a faixa de LOQ a 200% da 
concentração de impurezas desconhecidas, ou seja, de 0,4000 µg/mL a 4,0000 
µg/mL.  
 Os preparos foram realizados pesando-se, analiticamente, cerca de 
238,9 mg de placebo para balão volumétrico de 10 mL. Para o mesmo balão, 
transferiu-se volumetricamente 0,1 mL, 0,5 mL e 1,0 mL das soluções estoques de 
CLX preparadas na linearidade (concentração de 0,04 mg/mL), correspondentes 
aos níveis LOQ, 100% e 200%, respectivamente. Adicionou-se cerca de 7 mL de 
diluente e levou-se ao banho ultrassom por 15 minutos. Aguardou-se a solução 
atingir a temperatura ambiente, completou-se o volume com diluente e 
homogeneizou-se. Filtrou-se a solução para vial em membrana 0,45 µm 13 mm de 
diâmetro. Preparou-se cada nível em triplicata. As concentrações finais de CLX 
obtidas para os níveis LOQ, 100% e 200% foram, respectivamente, 
aproximadamente 0,4000 µg/mL, 2,0000 µg/mL e 4,0000 µg/mL. 
Cada preparo foi injetado uma vez e avaliou-se a recuperação e o desvio 
padrão dos resultados obtidos. 
 
 Os critérios de aceitação para a exatidão de teor e produtos de 







Tabela 18 – Critérios de aceitação para exatidão de teor e produtos de degradação conhecidos e 
desconhecidos 
Parâmetro Determinação Critério de aceitação 
Recuperação de cada 
réplica 
    Recuperação de CLX  98,0 a 102,0% 
    Recuperação de CLXID 
80,0 a 110,0%* Recuperação de CLX 1 
Recuperação de CLX 3 
* Limites estabelecidos conforme AOAC 






A precisão do método de teor foi avaliada em termos de repetitividade e 
precisão intermediária.  
A repetitividade foi investigada usando seis amostras do produto 
acabado preparadas ao nível de teor de 100% (0,4 mg/mL CLX) conforme método 
analítico. Reportou-se a média dos valores de teor obtidos e desvio padrão relativo.  
A precisão intermediária foi verificada em dias diferentes, preparadas 
conforme a repetitividade, tendo os valores da média e DPR calculados a partir de 
todas as determinações (n = 12). 
 
Produtos de degradação 
 
A precisão do método de produtos de degradação foi avaliada em 
termos de repetitividade e precisão intermediária. Foi avaliada em 3 diferentes 
níveis de concentração (baixo, médio e alto), sendo 9 determinações para 
impurezas conhecidas (CLX 1 e CLX 3) e 9 determinações para impurezas 
desconhecidas (CLX ID). 
Para a repetitividade foram empregadas as mesmas amostras 
preparadas para o teste de exatidão de impurezas conhecidas e desconhecidas. 






A precisão intermediária foi verificada em dias diferentes, preparadas 
conforme a repetitividade, tendo os valores da média e DPR calculados a partir de 
todas as determinações (n = 18). 
 
Os critérios de aceitação para a precisão de teor e produtos de 
degradação conhecidos e desconhecidos estão descritos na Tabela 19.  
 
Tabela 19 – Critério de aceitação para a precisão de teor e produtos de degradação conhecidos e 
desconhecidos 
Teste Avaliação Critério de 
Aceitação 
Repetitividadea 1 injeção de cada solução teste, de 6 




Dias diferentes, 12 preparações 
diferentes.  
Repetitividadeb 1 injeção de cada solução teste, de 9 diferentes preparações. LOQ – DPR ≤ 15%* 100% – DPR ≤ 11%* 
200% – DPR ≤ 11%* Precisão Intermediáriab 
Dias diferentes, 18 preparações 
diferentes.  
a Teor 
b Produtos de Degradação 
* Limites estabelecidos conforme AOAC 







5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO ANALÍTICO 
 
 Para o desenvolvimento do método analítico, levou-se em consideração 
os critérios e o racional descritos a seguir. 
A partir da avaliação das características das moléculas CLX, CLX 1 e 
CLX 3, observou-se que tratam-se de compostos poli ionizáveis, cuja as 
microespécies variam de acordo com o pH do meio. Levando-se em conta essa 
informação, verificou-se que no pH de aproximadamente 8,6, todas as moléculas 
se encontram predominantemente na forma não ionizada. Em pH ácido, o CLX e o 
CLX 1 apresenta parte dividida em forma ionizada e parte em forma não ionizada, e 
o CLX 3 apresenta-se totalmente ionizado. Em pH neutro, o CLX 3 encontra-se 
dividido nas duas formas enquanto o CLX e CLX 1 estão totalmente na forma não 
ionizada.  
Realizou-se uma triagem empregando-se coluna Zorbax Eclipse Plus 
C18, onde se testou como fase móvel fraca a solução de ácido fórmico 0,1% (pH 
ácido), água ultrapura (pH neutro) e solução formiato de amônio 20 mM pH 8,6 (pH 
alcalino). Empregou-se como fase móvel forte acetonitrila e eluição por gradiente. 
Verificou-se que para as condições em que se utilizou água ultrapura e ácido 
fórmico 0,1% como fase móvel, houve coeluição entre os picos de CLX 3 e CLX. Já 
com a solução tampão pH 8,6, houve separação de todos os picos, com resolução 
adequada, indicando ser a melhor opção de fase móvel a ser empregada. Na 
Figura 9 estão demonstrados os cromatogramas referentes a essa etapa do 
desenvolvimento.  
Após definida a fase móvel, avaliou-se alternativas de fases 
estacionárias na busca de diferentes seletividades que resultassem na melhora da 
resolução entre os picos de CLX 3 e CLX,  bem como fatores de adequação do 
sistema como fator de cauda e número de pratos mais interessantes. Na Figura 10 
estão demonstradas as fases estacionárias avaliadas e suas principais 
características. Na Tabela 20 estão descritos os resultados obtidos nas diferentes 








  Figura 9 – Cromatogramas da etapa de desenvolvimento referente à avaliação da fase móvel. A: 
Cromatograma obtido com ácido fórmico 0,1% como fase móvel A; B: Cromatograma 
obtido com água ultrapura como fase móvel A; C: Cromatograma obtido com tampão 
formiato de amônio pH 8,6 como fase móvel A. Picos cromatográficos: 1 – CLX 3; 2 – 
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Figura 10 – Fases estacionárias avaliadas no desenvolvimento do método e suas caraterísticas 
 
Fonte: Do autor. 
 
Tabela 20 – Parâmetros de adequação do sistema avaliados em diferentes colunas cromatográficas 











Fator de cauda 
CLX 3 1,2 1,6 1,2 1,6 
CLX 1,1 1,1 1,1 1,1 
CLX 1 1,1 1,1 1,0 1,2 
Resolução 
CLX 3 - - - - 
CLX  7,6 3,7 5 4,3 
CLX 1 19,7 22,3 19,6 20,2 
Número de 
pratos  
CLX 3 112112 95457 13572 83578 
CLX 105231 122137 15601 88225 
CLX 1 170700 179341 19073 137499 
Tempo de 
retenção 
CLX 3 18,4 21,5 10,1 16,5 
CLX 20,2 22,5 11,9 17,5 
CLX 1 25,0 28,4 21,9 22,3 
Fator de 
capacidade (k') 
CLX 3 14 9 4 12 
CLX 15 10 5 13 
CLX 1 19 13 10 17 
Fonte: Do autor. 
 
Avaliando os resultados obtidos, verificou-se que a coluna Luna Fenil 






melhores resultados de fator de cauda e número de pratos, além de tempo de 
retenção e fator de capacidade adequados a proposta do método.  
Levando-se em conta todos esses fatores discutidos e outros ajustes 
finos realizados, o método final foi estabelecido. Após essa definição, verificou-se a 
robustez cromatográfica, a estabilidade das soluções padrão e amostras e a 
avaliação da interferência das membranas filtrantes na quantificação dos analitos. 
 
5.1.1 Robustez cromatográfica 
 
 A robustez cromatográfica foi avaliada conforme abordagem clássica, 
variando-se um fator por vez.  
 Os fatores escolhidas foram a vazão, a temperatura e o pH da fase 
móvel A. Os dois primeiros mimetizam, além de outras possíveis situações, a 
utilização de equipamentos de marcas e modelos diferentes, onde diferenças na 
vazão e temperatura podem ser observadas. Já o pH da fase móvel aquosa foi 
avaliado, uma vez que os compostos de interesse são ionizáveis e dependentes do 
pH do meio. Assim, leves mudanças neste fator podem acarretar grandes 
diferenças de comportamento no cromatograma. 
Todos os resultados obtidos na avaliação desses fatores na robustez 
cromatográfica estão descritos na Tabela 21. 
Observa-se que as variações deliberadas das diferentes condições 
estudadas não apresentaram impacto na quantificação dos compostos, bem como 
nos parâmetros de adequação do sistema como resolução, número de pratos e 
fator de cauda, mantendo-se todos dentro dos critérios aceitáveis. Assim, pode-se 








Tabela 21 – Dados obtidos de variações deliberadas de diferentes condições para avaliação da 
robustez cromatográfica do método proposto 
Parâmetros Condições CLX 3 CLX CLX 1 
Recuperação1 
(%) 
Condição do Método N.A. N.A. N.A. 
Vazão (0,95 mL/min) 98,9 98,7 99,9 
Vazão (1,05 mL/min) 97,4 98,7 96,8 
Temperatura coluna (30°C) 96,2 99,2 100,4 
Temperatura coluna (40°C) 101,6 100,1 102,2 
pH Fase Móvel A (pH 8,4) 104,8 101,9 97,5 
pH Fase Móvel A (pH 8,8) 99,1 101,7 100,4 
Resolução 
Condição do Método - 5,7 16,7 
Vazão (0,95 mL/min) - 5,8 16,8 
Vazão (1,05 mL/min) - 5,9 16,8 
Temperatura coluna (30°C) - 6,2 16,8 
Temperatura coluna (40°C) - 6,1 16,8 
pH Fase Móvel A (pH 8,4) - 5,3 15,4 
pH Fase Móvel A (pH 8,8) - 4,7 13,2 
Fator de 
cauda 
Condição do Método 1,4 1,2 1,2 
Vazão (0,95 mL/min) 1,8 1,3 1,2 
Vazão (1,05 mL/min) 1,8 1,2 1,1 
Temperatura coluna (30°C) 1,9 1,1 1,1 
Temperatura coluna (40°C) 1,4 1,1 1,2 
pH Fase Móvel A (pH 8,4) 1,6 1,2 1,1 
pH Fase Móvel A (pH 8,8) 1,6 1,5 1,4 
1
 Recuperação (em %) do resultado obtido na alteração deliberada em relação a condição do 
método. 
Fonte: Do autor. 
 
5.1.2 Estabilidade das soluções 
 
 A estabilidade das soluções padrão e amostra foram avaliadas e os 
resultados obtidos estão descritos na Tabela 22. 
  Os resultados de recuperação das soluções padrão e amostra 






indicando que as mesmas são estáveis por pelo menos 72 horas quando mantidas 
a temperatura de 10 °C. 
 
Tabela 22 – Resultados de estabilidade obtidos para as soluções padrão e amostra mantidas a 
temperatura de 10°C por 72 horas 
Solução  Condição Recuperação
1
 (%) 




T0 – 0 hora N.A. N.A. N.A. 
T1 – 46 horas N.A. 101,8 N.A. 
T2 – 72 horas N.A. 99,6 N.A. 
Solução Amostra 
T0 – 0 hora N.A. N.A. N.A. 
T1 – 28 horas 101,1 101,1 102,6 
T2 – 72 horas 103,6 101,6 104,1 
1
 Recuperação média (em %)  de área em relação à média de área do tempo zero. 
Fonte: Do autor. 
 
5.1.3 Avaliação dos filtros 
  
 As membranas filtrantes também foram avaliadas frente às soluções 
padrão e amostra. As membranas avaliadas são as comumente empregadas na 
rotina laboratorial. Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 23.  
 Os resultados de recuperação para ambas as soluções e para todos os 
analitos atenderam aos critérios de aceitação estabelecidos. Assim, pode-se 
afirmar que não foi verificada nenhuma influência das membranas filtrantes na 
quantificação dos compostos no método desenvolvido.  







Tabela 23 – Dados de recuperação obtidos nas soluções padrão e amostra para avaliação do 
impacto na utilização de diferentes membranas de filtração  
Solução  Condição Recuperação
1 (%) 




Sem filtrar N.A. N.A. N.A. 
PVDF, 0,45 μm – 13 mm N.A. 98,3 N.A. 
Nylon, 0,45 μm – 33 mm N.A. 96,8 N.A. 
PTFE, 0,45 μm – 25 mm N.A. 98,1 N.A. 
Solução Amostra  
Sem filtrar N.A. N.A. N.A. 
PVDF, 0,45 μm – 13 mm 99,6 101,1 100,4 
Nylon, 0,45 μm – 33 mm 101,6 98,7 96,5 
PTFE, 0,45 μm – 25 mm 101,7 101,3 101,7 
1
 Recuperação média (em %) de área em relação a área da solução sem filtrar. 
Fonte: Do autor. 
 
5.2 SELETIVIDADE POR DEGRADAÇÃO FORÇADA  
 
5.2.1 Amostras controle 
 
As amostras controle (sem estresse) são empregadas como referência 
de comparação para as amostras degradadas e são utilizadas para fins de cálculo 
da queda de teor e comparativo para a formação de produtos de degradação. Na 
Tabela 24 estão descritos os resultados obtidos para as amostras controle do IFA e 
do produto acabado. Os seus respectivos cromatogramas estão demonstrados na 
Figura 11. A Figura 12 contém os gráficos de pureza dos picos de CLX e CLX 3 
obtidos no cromatograma do produto acabado. 
A amostra controle do produto acabado apresentou os produtos de 
degradação CLX 3 e CLX 1 em concentrações significativas, enquanto que no IFA 
observa-se apenas o CLX 3. Outros produtos de degradação desconhecidos são 
observados em concentrações abaixo do limite de notificação para ambas as 
amostras. Nos cromatogramas do branco e do placebo não são observados picos 








Tabela 24 – Resultados obtidos para a amostra controle do insumo farmacêutico ativo e produto 
acabado de cloxazolam 
Identificação 
Amostras Controle (%) 
IFA  Produto  
Teor (%) 99,4 98,1 
Queda de Teor - - 
CLX 3 TRR~0,93 0,42 1,78 
CLX 1 TRR~1,25 - 0,45 
Total de Impurezas 0,42 2,22 
Aumento de impurezas 0,42 2,22 
Balanço de Massa 1 100 100 
1 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 11 – Cromatograma das amostras controles sem adição de degradantes. A: Cromatograma 
do produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do placebo; D: 
Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – CLX 3; 2 – CLX e 3 – CLX 1. Os 
demais picos não contidos no cromatograma do placebo ou do diluente correspondem 
a impurezas desconhecidas abaixo do limite de notificação. 
 














Figura 12 – Gráficos de pureza dos compostos CLX e CLX 3 obtidos do cromatograma do produto 
acabado da condição controle. 
 
 
Fonte: Do autor. 
 
5.2.2 Degradação térmica seca 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
térmica seca e os seus cromatogramas correspondentes estão demonstrados, 
respectivamente, na Tabela 25 e Figura 13. 
O balanço de massas está adequado para essa condição, dentro da 
faixa de variação aceitável de 95% a 105%, conforme racional descrito 
anteriormente. Não houve degradação significativa para o IFA, mesmo 
empregando-se o end point (10 dias à 70ºC). Já para o produto acabado houve 
degradação significativa, embora menor que 10%, empregando-se as mesmas 
condições de exposição (10 dias à 70ºC). Observa-se para o produto acabado um 
perfil de degradação constituído pelo CLX 3, CLX 1 e a impureza desconhecida 
Imp.desc.TRR~0,72. Outros produtos de degradação desconhecidos foram 
observados, porém, em concentrações abaixo do limite de notificação. 
O pico de cloxazolam e dos marcadores de degradação apresentaram 
pureza espectral satisfatória em todas as amostras estressadas para esta 
condição, conforme demonstrado na Figura 14, indicando não haver coeluição de 








Tabela 25 – Resultados de degradação térmica seca obtidos para o insumo farmacêutico ativo e 
produto acabado de cloxazolam 
Identificação Térmica (%) IFA Produto 
Teor (%) 97,2 92,3 
Queda de Teor 2,2 5,8 
Imp.Desc. TRR~0,72 - 2,33 
CLX 3 TRR~0,93 0,45 1,30 
CLX 1 TRR~1,25 0,18 4,10 
Total de Impurezas 0,63 7,73 
Aumento de impurezas 0,20 5,51 
Balanço de Massa 1 98 100 
1
 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 13 – Cromatograma das amostras submetidas à degradação térmica seca. A: Cromatograma 
do produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do placebo; D: 
Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – Imp.Desc. TRR~0,72; 2 – CLX 
3; 3 – CLX e   4 – CLX 1. Os demais picos não contidos no cromatograma do placebo 
ou do diluente correspondem a impurezas desconhecidas abaixo do limite de 
notificação. 
 















Figura 14 – Gráficos de pureza dos compostos Imp.Desc. TRR~0,72, CLX 3, CLX e CLX 1 obtidos 
do cromatograma do produto acabado da condição térmica seca. 
 
 
Fonte: Do autor. 
 
5.2.3 Degradação térmica úmida 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
térmica úmida e os seus cromatogramas correspondentes estão demonstrados, 
respectivamente, na Tabela 26 e Figura 15. 
O balanço de massas está adequado para essa condição, dentro da 
faixa de variação aceitável de 95% a 105%, conforme racional descrito 
anteriormente. Não houve degradação significativa para o IFA, mesmo 
empregando-se o end point (10 dias a 70ºC 90% UR). Já o produto acabado 







observa a formação majoritária do CLX 3 e CLX 1, seguido pelas impurezas 
desconhecidas Imp.Desc.TRR~0,72, TRR~0,80 e TRR~1,76, em concentrações 
minoritárias. Outros produtos de degradação desconhecidos foram observados, 
porém, em concentrações abaixo do limite de notificação. 
O pico de cloxazolam e dos marcadores de degradação apresentaram 
pureza espectral satisfatória em todas as amostras estressadas para esta 
condição, conforme demonstrado na Figura 16, indicando não haver coeluição de 
produtos de degradação com os mesmos.  
 
Tabela 26 – Resultados de degradação térmica úmida obtidos para o insumo farmacêutico ativo e 
produto acabado de cloxazolam 
Identificação Térmica Úmida (%) IFA Produto  
Teor (%) 100,5 86,5 
Queda de Teor -1,1 11,6 
Imp.Desc. TRR~0,72  - 0,19 
Imp.Desc. TRR~0,80  - 0,25 
CLX 3 TRR~0,91 0,50 13,42 
CLX 1 TRR~1,25 0,08 4,07 
Imp.Desc. TRR~1,76  - 0,25 
Total de Impurezas 0,58 18,17 
Aumento de impurezas 0,16 15,95 
Balanço de Massa 1 101 104 
1 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 







Figura 15 – Cromatograma das amostras submetidas à degradação térmica úmida. A: Cromatograma 
do produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do placebo; D: 
Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – Imp.Desc.TRR~0,72; 2 – Imp.Desc. 
TRR~0,80; 3 – CLX 3; 4 – CLX; 5 – CLX 1 e 6 – Imp.Desc.TRR~1,76. Os demais picos 
não contidos no cromatograma do placebo ou do diluente correspondem a impurezas 
desconhecidas abaixo do limite de notificação.  
 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 16 – Gráficos de pureza dos compostos CLX 3, CLX e CLX 1 obtidos do cromatograma do 
produto acabado da condição térmica seca. 
 
 














5.2.4 Hidrólise ácida 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
por hidrólise ácida e os seus cromatogramas correspondentes estão 
demonstrados, respectivamente, na Tabela 27 e Figura 17. 
O balanço de massas está adequado, dentro da faixa de variação 
aceitável de 95% a 105%, conforme racional descrito anteriormente. 
Houve degradação significativa tanto no IFA quanto no produto acabado, 
onde se observa um perfil de degradação caracterizado por altas concentrações de 
CLX 3. 
O pico de cloxazolam e dos marcadores de degradação apresentaram 
pureza espectral satisfatória em todas as amostras estressadas para esta 
condição, conforme demonstrado na Figura 18, indicando não haver coeluição de 
produtos de degradação com os mesmos.  
 
Tabela 27 – Resultados de hidrólise ácida obtidos para o insumo farmacêutico ativo e produto 
acabado de cloxazolam 
Identificação 
Ácida (%) 
IFA  Produto  
Teor (%) 88,5 88,2 
Queda de Teor 10,9 9,8 
CLX 3 TRR~0,93 12,36 15,31 
CLX 1 TRR~1,25 - 0,49 
Total de Impurezas 12,36 15,79 
Aumento de impurezas 11,81 13,57 
Balanço de Massa 1 101 104 
1 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 







Figura 17 – Cromatograma das amostras submetidas à hidrólise ácida. A: Cromatograma do 
produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do placebo; D: 
Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – CLX 3; 2 – CLX e 3 – CLX 1. 
Os demais picos não contidos no cromatograma do placebo ou do diluente 
correspondem a impurezas desconhecidas abaixo do limite de notificação.  
 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 18 – Gráficos de pureza dos compostos CLX 3 e CLX obtidos do cromatograma do produto 
acabado da condição de hidrólise ácida. 
 
 
Fonte: Do autor. 
 
5.2.5 Hidrólise alcalina 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
por hidrólise alcalina e os seus cromatogramas correspondentes estão 













O balanço de massas para essa condição está acima da faixa de 
variação aceitável de 95% a 105%, tanto para o IFA quanto para o produto 
acabado, sendo o IFA o mais distante dessa faixa. Isso se deve a alta sensibilidade 
do cloxazolam a essa condição de estresse, degradando instantaneamente após a 
adição da solução degradante. Houve queda de teor maior que 50% no IFA e 
formação de altas concentrações de CLX 3, fugindo da faixa linear do método 
utilizado, proporcionando distorção em sua quantificação e consequente elevação 
do balanço de massas. No produto acabado, houve queda mais branda de teor de 
aproximadamente 15% após 1 hora de exposição, também com a formação 
majoritária de CLX 3. Todavia, por estar em uma concentração mais baixa que a 
observada no IFA em virtude de uma menor degradação, verifica-se que o balanço 
de massas obtido está mais próximo do limite superior estabelecido. Além da 
formação do CLX 3, o perfil de degradação para essa condição é caracterizado 
também por concentrações menores de CLX 1 para ambos, e a impureza 
Imp.Desc. TRR~0,51 apenas para o produto acabado. Demais produtos de 
degradação desconhecidos foram observados em concentrações abaixo do limite 
de notificação. 
O pico de cloxazolam e dos marcadores de degradação apresentaram 
pureza espectral satisfatória em todas as amostras estressadas para esta 
condição, conforme demonstrado na Figura 20, indicando não haver coeluição de 
produtos de degradação com os mesmos.  
 
Tabela 28 – Resultados de hidrólise alcalina obtidos para o insumo farmacêutico ativo e produto 
acabado de cloxazolam 
Identificação Básica (%) IFA Produto  
Teor (%) 43,4 83,6 
Queda de Teor 56,0 14,5 
Imp.Desc. TRR~0,51 - 0,26 
CLX 3 TRR~0,93 69,44 21,91 
CLX 1 TRR~1,25 2,49 0,62 
Total de Impurezas 71,93 22,79 
Aumento de impurezas 71,51 20,57 
Balanço de Massa 1 116 106 
1
 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 







Figura 19 – Cromatograma das amostras submetidas à hidrólise alcalina. A: Cromatograma do 
produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do placebo; D: 
Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – Imp.Desc. TRR~0,51; 2 – CLX 
3; 3 – CLX e 4 – CLX 1. Os demais picos não contidos no cromatograma do placebo ou 
do diluente correspondem a impurezas desconhecidas abaixo do limite de notificação. 
             
 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 20 – Gráficos de pureza dos compostos CLX 3 e CLX obtidos do cromatograma do produto 
acabado da condição de hidrólise alcalina. 
 
 
















5.2.6 Degradação oxidativa por peróxido 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
oxidativa por peróxido e os seus cromatogramas correspondentes estão 
demonstrados, respectivamente, na Tabela 29 e Figura 21. 
O balanço de massas está adequado para essa condição, dentro da 
faixa de variação aceitável de 95% a 105%. Houve degradação significativa tanto 
no IFA quanto no produto acabado. Embora tenha se obtido um balanço de massas 
adequado, observa-se a formação de muitos picos no cromatograma, característico 
de degradações secundárias ou de ordens superiores. Ao avaliarmos os espectros 
dos produtos de degradação formados nesta condição (Quadros 1 e 2), verificamos 
que parte deles apresentam o espectro semelhante ao CLX 3, indicando ser 
degradações provenientes dessa impureza. Assim sendo, o perfil de degradação 
observado não é relevante e não representa o perfil de degradação passível de ser 
formado durante o estudo de estabilidade do medicamento. 
Ainda assim, no IFA, observa-se a formação majoritária dos produtos de 
degradação CLX 1, Imp.Desc.TRR~0,87 e Imp.Desc.TRR~0,88, seguido por CLX 
3, Imp.Desc.TRR~0,90, Imp.Desc.TRR~0,65 e Imp.Desc. TRR~1,60. No produto 
acabado, além dos produtos de degradação mencionados acima, observa-se 
também a Imp.Desc.TRR~0,51, Imp.Desc.TRR~0,71 e Imp.Desc.TRR~1,40. 
O pico de cloxazolam, CLX 3 e CLX 1 apresentaram pureza espectral 
satisfatória em todas as amostras estressadas para esta condição, conforme 
demonstrado na Figura 22, indicando não haver coeluição de produtos de 







Tabela 29 – Resultados de degradação oxidativa por peróxido obtidos para o insumo farmacêutico 
ativo e produto acabado de cloxazolam 
 Identificação Oxidativa (%) IFA Produto 
Teor (%) 89,7 78,4 
Queda de Teor 9,7 19,7 
Imp.Desc. TRR~0,51 - 0,30 
Imp.Desc. TRR~0,65 0,47 1,56 
Imp.Desc. TRR~0,71 - 0,18 
Imp.Desc. TRR~0,87 1,42 5,39 
Imp.Desc. TRR~0,88 1,29 3,34 
Imp.Desc. TRR~0,90 0,63 3,00 
CLX 3 TRR~0,93 0,63 1,07 
CLX 1 TRR~1,25 3,22 5,57 
Imp.Desc. TRR~1,40 - 0,14 
Imp.Desc. TRR~1,60 0,14 1,36 
Total de Impurezas 7,81 21,90 
Aumento de impurezas 7,38 19,68 
Balanço de Massa 1 98 100 
1
 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 21 – Cromatograma das amostras submetidas à degradação oxidativa por peróxido. A: 
Cromatograma do produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do 
placebo; D: Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – Imp.Desc. 
TRR~0,51; 2 – Imp.Desc TRR~0,65; 3 – Imp.Desc TRR~0,71; 4 – Imp.Desc 
TRR~0,87; 5 – Imp.Desc TRR~0,88; 6 – Imp.Desc TRR~0,90; 7- CLX 3; 8 – CLX; 9 – 
CLX 1; 10 – Imp.Desc TRR~1,40 e 11 – Imp.Desc TRR~1,60. Os demais picos não 
contidos no cromatograma do placebo ou do diluente correspondem a impurezas 
desconhecidas abaixo do limite de notificação. 
 




















Figura 22 – Gráficos de pureza dos compostos CLX 3, CLX e CLX 1 obtidos do cromatograma do 
produto acabado da condição de oxidação por peróxido. 
 
 
Fonte: Do autor. 
 
5.2.7 Degradação oxidativa por íons metálicos 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
oxidativa por íons metálicos e os seus cromatogramas correspondentes estão 
demonstrados, respectivamente, na Tabela 30 e Figura 23. 
O balanço de massas para o IFA está dentro da faixa de variação 
aceitável de 95% a 105%, conforme racional descrito anteriormente. Já para o 
produto acabado, o balanço de massas está acima do limite superior estabelecido.  
Conforme descrito na hidrólise alcalina, verifica-se uma distorção na quantificação 
de CLX 3 formado devido a sua alta concentração no produto acabado, 
proporcionando esse resultado elevado de balanço de massas. 
Observa-se um perfil de degradação caracterizado pela formação 
majoritária de CLX 3 tanto para o IFA quanto para o produto acabado. Observa-se 
também, em baixa concentrações, o CLX 1 para ambos e a impureza 







produtos de degradação desconhecidos foram observados em concentrações 
abaixo do limite de notificação. 
O pico de cloxazolam e dos marcadores de degradação apresentaram 
pureza espectral satisfatória em todas as amostras estressadas para esta 
condição, conforme demonstrado na Figura 24, indicando não haver coeluição de 
produtos de degradação com os mesmos.  
 
Tabela 30 – Resultados de degradação por íons metálicos obtidos para o insumo farmacêutico ativo 
e produto acabado de cloxazolam 
Identificação Íons (%) IFA  Produto  
Teor (%) 84,7 81,6 
Queda de Teor 14,7 16,5 
Imp.Desc. TRR~0,51 - 0,17 
CLX 3 TRR~0,93 17,78 27,82 
CLX 1 TRR~1,25 0,14 0,51 
Total de Impurezas 17,93 28,51 
Aumento de impurezas 17,51 26,29 
Balanço de Massa 1 103 110 
1
 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 23 – Cromatograma das amostras submetidas à degradação oxidativa por íons metálicos. A: 
Cromatograma do produto acabado; B: Cromatograma do IFA; C: Cromatograma do 
placebo; D: Cromatograma do diluente. Picos cromatográficos: 1 – Imp.Desc. 
TRR~0,51; 2 – CLX 3; 3 – CLX e 4 – CLX 1. Os demais picos não contidos no 
cromatograma do placebo ou do diluente correspondem a impurezas desconhecidas 
abaixo do limite de notificação. 
 













Figura 24 – Gráficos de pureza dos compostos CLX 3 e CLX obtidos do cromatograma do produto 




Fonte: Do autor. 
 
5.2.8 Degradação fotolítica 
 
Os resultados do IFA e do produto acabado obtidos para a degradação 
fotolítica e os seus cromatogramas correspondentes estão demonstrados, 
respectivamente, na Tabela 31, Figura 25 e Figura 26. 
O balanço de massas está adequado para essa condição, dentro da 
faixa de variação aceitável de 95% a 105%. Não houve degradação significativa 
tanto para o IFA quanto para o produto acabado, mesmo empregando-se o end 
point (2,4 milhões de lux.hora e 400 w.h/m2). Todavia, observa-se no produto 
acabado um perfil de degradação caracterizado por CLX 1, CLX 3, Imp.Desc. 
TRR~0,72, em concentrações maiores, seguido por Imp.Desc.TRR~0,80, 
Imp.Desc. TRR~0,82, e Imp.Desc. TRR~1,60, em baixas concentrações. 
Entretanto, os produtos de degradação majoritários observados na amostra 
exposta também são observados na amostra controle, as quais foram 
acondicionadas juntas, em câmara de fotoestabilidade, sendo a amostra controle 
protegida da luz com papel alumínio. Assim, o perfil de degradação obtido não é 
representativo da degradação fotolítica, e sim de um possível aquecimento da 
câmara de fotoestabildiade durante o período de exposição, promovendo a 







O pico de cloxazolam e dos marcadores de degradação apresentaram 
pureza espectral satisfatória em todas as amostras estressadas para esta 
condição, conforme demonstrado na Figura 27, indicando não haver coeluição de 
produtos de degradação com os mesmos.  
 
Tabela 31 – Resultados de degradação fotolítica obtidos para o insumo farmacêutico ativo e produto 
acabado de cloxazolam 
Identificação Amostras Controle (%) Fotolítica (%) IFA  Produto  IFA Produto 
Teor (%) 98,5 93,7 97,1 93,2 
Queda de Teor - - 1,4 0,5 
Imp.Desc. TRR~0,72 - 0,82 - 2,36 
Imp.Desc. TRR~0,80 - - - 0,35 
Imp.Desc. TRR~0,82 - - - 0,28 
CLX 3 TRR~0,93 0,42 3,14 0,52 1,57 
CLX 1 TRR~1,20 - 2,88 - 2,96 
Imp.Desc. TRR~1,60 - - - 0,28 
Total de Impurezas 0,42 6,84 0,52 7,80 
Aumento de impurezas 0,42 6,84 0,09 0,96 
Balanço de Massa 1 99 101 99 100 
1
 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 25 – Cromatograma das amostras (IFA) submetidas à foto exposição. A: Cromatograma do 
IFA exposto; B: Cromatograma do IFA controle (protegido por papel alumínio); C: 
Cromatograma do placebo exposto; D: Cromatograma do diluente. Picos 
cromatográficos: 1 – CLX 3 e 2 – CLX. Os demais picos não contidos no cromatograma 
do placebo ou do diluente correspondem a impurezas desconhecidas abaixo do limite 
de notificação. 
 













Figura 26 – Cromatograma das amostras (produto acabado) submetidas à foto exposição. A: 
Cromatograma do produto exposto; B: Cromatograma do produto controle (protegido 
por papel alumínio); C: Cromatograma do placebo exposto; D: Cromatograma do 
diluente. Picos cromatográficos: 1 – Imp.Desc. TRR~0,72; 2 – Imp.Desc. TRR~0,80; 3 
– Imp.Desc. TRR~0,82; 4 – CLX 3; 5 – CLX; 6 – CLX 1 e 7 - Imp.Desc. TRR~1,60. Os 
demais picos não contidos no cromatograma do placebo ou do diluente 
correspondem a impurezas desconhecidas abaixo do limite de notificação. 
 


















Figura 27 – Gráficos de pureza dos compostos Imp.Desc. TRR~0,72, CLX 3, CLX, CLX 1 obtidos do 
cromatograma do produto acabado exposto da condição de fotodegradação. 
 
 
Fonte: Do autor. 
 
5.2.9 Resumo das degradações 
 
Na Tabela 32 está demonstrado o mapa geral de todas as condições de 
degradação estudadas para o IFA e o produto acabado com seus respectivos 
produtos de degradação obtidos. O espectro dos marcadores de degradação 
observados no estudo de degradação forçada estão representados nos Quadros 1 
e 2. 
O cloxazolam mostrou-se susceptível as condições de hidrólise nos 
diferentes pH’s, oxidação e degradação térmica, sendo essa última apenas no 







marcadores de degradação foram o CLX 3 seguido pelo CLX 1. Para a degradação 
térmica (úmida e seca), além dos dois mencionados acima, também se observa 
como marcador a impureza desconhecida Imp.Desc. TRR~0,72. Em contra partida, 
o cloxazolam se mostrou estável à degradação térmica seca, térmica úmida 
quando isolado e na degradação fotolítica quando isolado e na formulação (produto 
acabado). 
A sensibilidade do cloxazolam a hidrólise também é mencionada em 
literatura científica. Estudos realizados para o desenvolvimento de métodos de 
determinação do cloxazolam por técnicas espectrofotométricas, fluorimétricas48 e 
polarográficas49 revelaram o processo de hidrólise do qual este composto é 
submetido. Este processo é comum aos benzodiazepino oxazóis 
(benzodiazepínicos com anel oxazólico adicional). 
Segundo o que Ikeda e Nagai propõem48, existe um equilíbrio ácido base 
nessas moléculas, onde a protonação dos benzodiazepino oxazóis produz uma 
clivagem do anel de oxazolidina ligado à porção diazepínica, conforme 
demonstrado na Figura 28. 
Ambas as espécies do equilíbrio ácido-base, formas fechada e aberta do 
anel, participam de um processo de hidrólise produzindo benzofenonas 
correspondentes, conforme demonstrado na Figura 2950.  
 
Figura 28 – Equilíbrio ácido base existente nas moléculas dos benzodiazepino oxazóis. 
 







Figura 29 – Processo de hidrólise representado para o benzodiazepino oxazol Flutazolam. 
 
  Fonte: Kuwayama T. et al ,198650. 
 
 Assim, partindo-se do mecanismo de hidrólise proposto para o 
Flutazolam (Figura 29) e aplicando-o para o cloxazolam, verificamos que os 
produtos de degradação formados nesse processo são o CLX 3 e o CLX 1, 
conforme pode ser observado na Figura 30. 
 Dessa forma, a partir dos dados teóricos e dos resultados experimentais 
obtidos, pode-se dizer que a principal via de degradação do cloxazolam é a 
hidrólise. E quando se observa degradação significativa na condição térmica seca 
somente no produto acabado, com consequente formação majoritária de CLX 3 e 
CLX 1, o que pode estar ocorrendo é um processo de hidrólise, acentuado pelo 
calor, proveniente da umidade presente nos excipientes da formulação (amido de 
milho e lactose monohidratada, por exemplo). Isso ajuda a explicar a redução do 
prazo de validade do comprimido revestido de cloxazolam observado nas bulas dos 
medicamentos. Para mitigar esse risco, estudos de pré-formulação, como o estudo 
de compatibilidade fármaco/excipiente, por exemplo, devem ser realizados com o 






processo de degradação. Estudos de embalagem também são importantes para se 
evitar que a umidade do ambiente interaja com a formulação. Ainda, cuidados no 
processo de fabricação podem ser relevantes, buscando-se opções em que não 
são empregadas soluções aquosas, como por exemplo, optando pelo processo de 
compressão direta ou indireta por via seca em detrimento ao processo de 
compressão indireta por via úmida (onde é necessário o emprego de solução 
aglutinante). 
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Tabela 32 – Mapa geral de produtos de degradação obtidos para o insumo farmacêutico ativo e produto acabado de cloxazolam 
Identificação 
Amostras 
Controle (%) Térmica Úmida (%) Térmica Seca (%) Hidrólise Ácida (%) 
Hidrólise 
 Alcalina (%) 
Oxidativa -
Peróxidos (%) 
Oxidativa - Íons 
metálicos (%) Fotolítica (%) 







Teor (%) 99,4 98,1 100,5 86,5 97,2 92,3 88,5 88,2 43,4 83,6 89,7 78,4 80,6 81,6 98,5 97,1 93,7 93,2 
Queda de Teor NA NA -1,1 11,6 2,2 5,8 10,9 9,8 56,0 14,5 9,7 19,7 18,8 16,5 NA 1,4 NA 0,5 
Imp.Desc. TRR~0,51 - -  - - - - - - - 0,26 -  0,30  - 0,17 -  -  -  -  
Imp.Desc. TRR~0,65 -  - -  -  -  -   - -  -  -  0,47 1,56  -  - -  -  -   - 
Imp.Desc. TRR~0,72 -  - -  0,19 -  2,33  -  - -  -  -  0,18  -  - -  -  0,82 2,36 
Imp.Desc. TRR~0,80 -  - -   - -   -  -  - -  -  -  -  -  - -   -  - 0,35 
Imp.Desc. TRR~0,82 -  - -   - -   -  -  - -  -  -  -  -  - -   -  - 0,28 
Imp.Desc. TRR~0,87 -  - -   - -   -  -  - -  -  1,42 5,39  -  - -   -  -  - 
Imp.Desc. TRR~0,88 -  - -   - -   -  -  - -  -  1,29 3,34  -  - -   -  -  - 
Imp.Desc. TRR~0,89 -  - -  0,25 -   -  -  - -  -  0,63 3,00  - -  -   -  - 0,28 
CLX 3 TRR~0,93 0,42 1,78 0,50 13,42 0,45 1,30 12,36 15,31 69,44 21,91 0,63 1,07 23,01 27,82 0,42 0,52 3,14 1,57 
CLX 1 TRR~1,25 - 0,45 0,08 4,07 0,18 4,10  - 0,49 2,49 0,62 3,22 5,57 0,15 0,51 -   - 2,88 2,14 
Imp.Desc. TRR~1,40 -  - -   - -   -  -  - -  -  -  0,14  -  - -   -  -  - 
Imp.Desc. TRR~1,60 -  - -   0,25 -   -  -  - -  -  0,14 1,36  -  - -   -  - 0,28 
Total de Impurezas 0,42 2,22 0,58 18,17 0,63 7,73 12,36 15,79 71,93 22,79 7,81 21,90 23,16 28,51 0,42 0,52 6,84 6,98 
Aumento de impurezas NA NA 0,16 15,95 0,20 5,51 11,94 13,57 71,51 20,57 7,38 19,68 22,74 26,29 NA 0,09 NA 0,15 
Balanço de Massa1 NA NA 101 104 98 100 101 104 116 106 98 100 104 110 NA 99 NA 100 
1
 Balanço de Massa = 100% + (aumento de impurezas - queda de teor) 





Quadro 1 – Espectros UV das soluções padrão de CLX, CLX1 e CLX 3 
Descrição Espectro UV 
 
Espectro CLX 3 
Solução padrão 
0,004 mg/mL 







   
 





Fonte: Do autor. 
 
Quadro 2 – Espectros UV das principais impurezas obtidas por meio das degradações forçadas 






















































































a PA = Produto acabado. 







5.3 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ANALÍTICO 
 
5.3.1 Adequação do sistema 
 
 Os resultados de adequabilidade do sistema obtidos para a solução 
padrão de doseamento estão descritos na Tabela 33. Os resultados referentes à 
solução padrão de produtos de degradação e solução de sensibilidade encontram-se 
nas Tabelas 34 e 35, respectivamente. 
 Tanto os resultados de teor quanto os de produtos de degradação 
atenderam aos critérios estabelecidos, garantindo assim que o sistema estivesse 










































DPR = 0,12% 










































DPR = 1,69% 
Fonte: Do autor. 
 
Tabela 35 – Resultados da adequabilidade do sistema na solução de sensibilidade de produtos de 





1 – Razão Sinal/Ruído Cloxazolam >10 25 






5.3.2 Limite de quantificação (LOQ) 
 
Os resultados de LOQ obtidos para CLX, CLX 1 e CLX 3 encontram-se 
descritos na Tabela 36. As razões sinal/ruído obtidas para CLX, CLX 1 e CLX 3 nas 
soluções de concentração 0,0004 mg/mL atenderam ao critério de aceitação 
estabelecido, demonstrando que o parâmetro LOQ está adequado e validado. 
 
Tabela 36 – Resultados de limite de quantificação obtidos para CLX, CLX 1 e CLX 3. 
Parâmetros CLX  CLX 1 CLX 3 
LOQ (mg/mL) 0,0004 0,0004 0,0004 
S/R a 30,5 (±3,2)b 41,2 (±5,0) b 43,1 (±2,5) b 
a Razão sinal/ruído médio (n = 3). Critério de aceitação, S/R > 10. 
b Valor de desvio padrão obtido para as 3 medições de S/R. 




Na Tabela 37 estão sumarizados os resultados de linearidade obtidos 
para CLX, CLXID, CLX 1 e CLX 3.  Nas Figuras 31 a 38 estão representados as 
curvas da linearidade e os gráficos de resíduo de CLX, CLXID, CLX 3 e CLX 1, 
respectivamente. 
A homogeneidade da variância dos resíduos (homocedasticidade) foi 
confirmada através do teste de Cochran, onde os resultados de C tabelado de todas 
as curvas avaliadas foram menores que o de C calculado.  
A verificação da ausência de valores aberrantes (outliers) foi realizada 
através da avaliação dos resíduos padronizados, onde todos os analitos 
apresentaram resultados dentro do critério de aceitação estabelecidos.  
Uma vez que os sistemas se mostraram homocedásticos, calculou-se a 
equação da regressão linear simples usando o método dos mínimos quadrados 
ordinários não ponderados.  
Também foram calculados os coeficientes de correlação (r) e de 
determinação (r2), estando todos acima de 0,990 e 0,980, respectivamente, 






Os resíduos foram representados graficamente, onde se observa 
comportamento aleatório para todos os analitos, o que corrobora com a afirmação de 
que o modelo linear utilizado é adequado. 
Avaliou-se também o teste F na análise da variância (ANOVA) da 
regressão para a verificação da significância do coeficiente angular. Como os 
resultados de F calculado foram menores que o F de significação, rejeitou-se a 
hipótese nula (coeficiente angular igual a zero) ao nível de significância de 5%, 
indicando existir correlação entre o aumento da resposta analítica em função do 
aumento na concentração do analito. 
Assim, diante dos resultados aqui expostos e discutidos, considera-se que 
o parâmetro linearidade está validado. 
 
Tabela 37 – Gráficos de calibração de cinco níveis para CLX (n = 15) e de 9 níveis para CLXID, CLX1 
e CLX 3 (n = 27): regressões não ponderadas y = mx + q; três repetições para cada nível 
 CLX CLXID CLX 1 CLX 3 
Intervalo (mg/mL) 0,32 – 0,48 0,0004 – 0,004 0,0004 – 0,004 0,0004 – 0,004 
Inclinação (m) 87992852 31109787 42835754 40486849 
Intercepto (q) 2064484 1820 959 3191 
F calculado a 2476 57536  11864 28778 
F significação a 3,19E-16 1,48E-43 5,42E-35 8,51E-40 
C calculado b 0,671 0,326 0,347 0,242 
C tabelado b 0,684 0,478 0,478 0,561 
R c 0,997 1,000 0,999 1,000 
R2 d 0,995 0,999 0,999 0,999 
Resíduos padrão e -0,78; 1,95 -1,83; 1,66  -2,69; 1,99 -2,24; 1,91 
a Teste F da Anova para avaliação da significância do coeficiente angular. 
b Teste de Cochran para avaliação da homocedasticidade da variância. 
c Coeficiente de correlação.  
d Coeficiente de determinação.  
e Valores mínimo e máximo de resíduos padronizados. 









Figura 31- Curva da linearidade de CLX no intervalo de 0,32 mg/mL a 0,48 mg/mL. 
 
Fonte: Do autor. 
 
 
Figura 32 – Gráfico de Resíduo de CLX no intervalo de 0,32 mg/mL a 0,48 mg/mL. 
 








































Figura 33 – Curva da linearidade de CLXID no intervalo de 0,0004 mg/mL a 0,004 mg/mL. 
 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 34 – Gráfico de resíduo de CLXID no intervalo de 0,0004 mg/mL a 0,004 mg/mL. 
 






































Figura 35 – Curva da linearidade de CLX 3 no intervalo de 0,0004 mg/mL a 0,004 mg/mL. 
 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 36 – Gráfico de resíduo de CLX
 
3 no intervalo de 0,0004 mg/mL a 0,004 mg/mL. 
 
Fonte: Do autor. 
 



























0,000 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,003 0,004 0,004 0,005





Figura 37 – Curva da linearidade de CLX 1 no intervalo de 0,0004 mg/mL a 0,004 mg/mL.
 
Fonte: Do autor. 
 
Figura 38 – Gráfico de resíduo de CLX
 
1 no intervalo de 0,0004 mg/mL a 0,004 mg/mL. 
 
Fonte: Do autor. 
 
5.3.3.1 Cálculo do fator resposta relativo de CLX 3 e CLX 1 
 
A partir dos resultados de inclinação (slope ou coeficiente angular) obtidos 
nas curvas de calibração de CLXID, CLX 1 e CLX 3 na avaliação da linearidade, os 
fatores respostas relativos de CLX 1 e CLX 3 foram calculados e estão descritos na 




























0,000 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,003 0,004 0,004 0,005





Tabela 38. Os valores de FRR obtidos foram empregados para quantificar o CLX 1 e 
CLX 3 nos demais testes em que essa quantificação foi realizada com a curva de 
calibração de CLX (exatidão, precisão, robustez, seletividade por degradação 
forçada, entre outros). 
 
Tabela 38 – Fatores Respostas Relativos (FRR) calculados para CLX 1 e CLX 3 
Composto Slope FRR 
CLXID 31109787 N.A. 
CLX 1 42835754 1,38a 
CLX 3 40486849 1,30b 
aFRR = (Slope CLX 1)/(Slope CLXID) 




 Os resultados de exatidão obtidos para os métodos de teor e produtos de 
degradação estão descritos, respectivamente, nas Tabelas 39 e 40. 
 Todas as recuperações obtidas encontram-se dentro dos critérios de 
aceitação estabelecidos.   
 Os intervalos de confiança também foram calculados ao nível de 
significância de 5%, estando todos dentro da faixa de recuperação aceitável. 
 Assim, considera-se o parâmetro exatidão validado, tanto para o 
doseamento de CLX, quanto para a determinação de suas impurezas conhecidas e 
desconhecidas.    






Tabela 39 – Dados médios de recuperação obtidos para CLX no nível de doseamento  
Nível mg.mL-1 Recuperação (%) - CLX  
80% 0,32 101,3 (0,23) b 
100% 0,40 99,6 (0,47)  
120% 0,48 100,1 (0,55)  
Média N.A. 100,3 
DPR (%) N.A. 0,8 
I.C.a N.A. [99,7; 100,9] 
a Intervalo de confiança (I.C.) 95%. 
b Desvio padrão relativo em % das 3 replicatas do nível. 
Fonte: Do autor. 
 
Tabela 40 – Dados médios de recuperação obtidos para CLXID, CLX 1 e CLX 3 
Nível mg.mL-1 Recuperação (%) 
CLXID CLX 3 CLX 1 
LOQ 0,0004 101,4 (1,2)b 105,3 (1,1) 98,7 (3,8) 
100% 0,002 97,8 (1,2) 102,3 (2,3) 96,0 (1,8) 
200% 0,004 97,7 (0,4) 100,7 (0,6) 96,0 (1,0) 
Média N.A. 99,0 103,0 97,0 
DPR (%) N.A. 2,0 2,3 2,6 
I.C.a N.A [97,5; 100,5] [101,1; 104,9] [95,1; 98,9] 
a Intervalo de confiança 95%. 
b Desvio padrão relativo em % das 3 replicatas do nível. 




 Os resultados de repetitividade e precisão intermediária obtidos para os 
métodos de teor e produtos de degradação estão todos descritos na Tabela 41. 
 Para a avaliação da precisão das impurezas conhecidas e 
desconhecidas, foram empregados os valores de recuperação obtidos para os 
cálculos do desvio padrão relativo, sendo possível assim a normalização dos 
resultados de todos os níveis e, consequentemente, o aumento do tamanho 





 Todos os valores de DPR (%) obtidos apresentaram-se dentro dos 
critérios de aceitação estabelecidos. Dessa forma, o parâmetro precisão pode ser 
considerado validado para o uso pretendido. 
 
Tabela 41 – Dados de precisão obtidos para CLX, CLXID, CLX1 e CLX 3 
Analito  Nível % mg.mL-1 
Repetitividade  Precisão Intermediária  
Média a  DPR (%) b Média c DPR (%) d 
CLX 100% 0,4 100,0 1,0  99,5  1,2 
CLX ID 
LOQ 0,0004 








103,0 2,3  103,5 1,9 100% 0,002 
200% 0,004 
a Média das 6 determinações para teor e 9 determinações para PD. 
b Desvio padrão relativo (DPR) em % de 6 determinações para teor e 9 determinações para PD. 
c Média das 12 determinações para teor e 18 determinações para PD. 
d
 Desvio padrão relativo em % de 12 determinações para teor e 18 determinações para PD. 










Tendo em vista os aspectos observados, o método de escolha foi a 
cromatografia em fase reversa com coluna fenil hexila e com ajuste de pH da fase 
aquosa para 8,6, devido a característica de polarizabilidade e coeficiente de partição 
das moléculas.   
Ao final da etapa de desenvolvimento foram observados picos com 
resolução acima de 5,0 (entre CLX 3 e CLX) e fator de cauda entre 0,8 e 2,0, dentro 
de um tempo de corrida esperado para os produtos de degradação observados.  
As condições de degradação empregadas para avaliação da seletividade 
e do poder indicativo de estabilidade foram adequadas e suficientes para a geração 
do perfil de degradação potencial do produto. O método analítico desafiado frente a 
este perfil de degradação se mostrou eficaz, uma vez que foi observada pureza 
espectral satisfatória para os picos de cloxazolam e de seus marcadores, bem como 
parâmetros de eficiência cromatográfica dentro dos critérios de aceitação em todas 
as condições de exposição. 
A principal via de degradação observada para o cloxazolam foi a hidrólise, 
com consequente formação dos produtos de degradação CLX 3 e CLX 1. Assim, 
para que esse risco seja mitigado no produto acabado e proporcione um aumento 
em seu prazo de validade, com eficácia e segurança garantida, deve-se buscar 
estudar opções de componentes da formulação e processos de fabricação que não 
favoreçam essa via, bem como possibilidades de embalagens que forneçam 
proteção contra a umidade ambiente. 
O método foi validado e considerado seletivo, linear, preciso, exato, 
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